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RÉSUMÉ 

La toxicité de l'aluminium (Al) chez les végétaux affecte principalement la croissance 
des racines dans la zone de transition et la zone d'élongation. Il a été démontré que J'AI 
bloque le transport de l'auxine, une hormone importante dans la croissance. L'accumulation 
de l'auxine dans certaines zones et la carence dans d'autres zones suite au blocage de son 
transport pourrait être responsable de l'arrêt de croissance observé. De plus, des résultats 
antérieurs ont montré qu'une concentration d'  Al réduisant la croissance de 50% provoque la 
mort cellulaire de l'épiderme racinaire après 8 heures d'exposition chez les plantes tolérantes 
mais entraîne cet effet chez les plantes sensibles uniquement lorsque la croissance est inhibée 
complètement. Cet effet pourrait contribuer à la détoxification de I 'Al chez les plantes 
tolérantes. 

L'auxine peut s'accumuler rapidement à l'extrémité des racines et conduîre à 
l'induction de gènes précoces et de gènes tardifs. Nous avons examiné l'expression des gènes 
tardifs à l'aide d'une puce d'ADN en utilisant des échantillons d'  ARN provenant des pointes 
de racines ( derniers 5-10 mm) de blé témoin et exposés à une ICR de 50% chez un cultivar 
sensible et un cultivar tolérant à l 'Al. La majorité des gènes associés à l'accumulation 
d'auxine ne sont pas régulés par I 'Al suggérant que cette accumulation est localisée dans une 
très petite zone de la racine de telle sorte que les ARN s'accumulant localement 
contribueraient très peu à l'ensemble des transcrits de· l'échantillon de tissus utilisé. 
Toutefois, quelques gènes spécifiquement induits par l'auxine (GH3, ARF) sont surexprimés 
après 24 heures d'exposition suggérant que l'auxine s'accumule effectivement chez le blé 
exposé à J'AI tout comme chez Arabidopsis. Deux gènes codant pour des glutathion S-
transférases sont surexprimés chez la variété tolérante par rapport à la variété sensible et sont 
donc associés à la tolérance à l' Al. Les gènes appartenant à la famille des GSTs qui ont été 
associés à la tolérance à I' Al pourraient être régulés différentiellement entre les variétés 
tolérantes et sensibles. Puisque certaines GST sont régulés par l'auxine, il est important de 
poursuivre la caractérisation des promoteurs de ces GST ainsi que des voies de signalisation 
qui sont impliquées. De plus, la caractérisation de ces gènes est une piste intéressante car les 
GSTs ont souvent été associées à la détoxification du stress oxydatif, une composante 
importante des effets de I 'Al. 

L'éthylène est impliquée dans la mort cellulaire pour différents stress biotiques et 
abiotiques. Une augmentation de production de cette hormone est parfois liée à une 
augmentation d'auxine ou peut être activée indépendamment. Toutefois, cette production est 
généralement liée à une augmentation de transcription des gènes principaux impliqués dans 
sa synthèse, soit les gènes ACC synthase (Acs) et ACC oxydase (Aco). Nous n'avons observé 
aucun changement dans l'expression de ces transcrits chez la variété de blé tolérante à J'AI 
(Atlas66) après 6 heures (avant la mort cellulaire) ou 24 heures d'exposition à l'AI. Par 
contre une augmentation transitoire d'un facteur 3 a été observé pour le transcrit Aco à forte 
concentration d' Al chez la variété sensible à l' Al (Bounty). Une analyse par puce d'ADN 
nous a permis d'identifier deux« ethylene forming enzyme» dioxygénases dont l'expression 
augmente entre 2 et 3 fois chez les deux type de cultivars à un ICR de 50%. Ces enzymes 
pourraient être associés à une augmentation de la synthèse d'éthylène. Un transcrit codant 
pour une EREBP (ethylene responsive element bindin  protein) est exprimé plus fortement 
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(2.6 X) chez la variété sensible mais son expression ne varie pas chez la variété tolérante. 
Une protéine de cette classe a été impliquée comme répresseur de la mort cellulaire et de 
l'élongation cellulaire. La surexpression d'un tel facteur pourrait expliquer l'absence de mort 

· cellulaire observée à une ICR de 50% chez le blé sensible et supporter l'hypothèse du rôle de 
la mort cellulaire dans la détoxification del'  Al chez le cultivar tolérant. 

Afin de déterminer si l 'Al cause l'arrêt de croissance racinaire via une accumulation 
d'auxine ou d'éthylène, nous avons utilisé le modèle d'Arabidopsis car différents mutants 
insensibles à l'auxine et/ou à l'éthylène sont disponibles. Nos résultats ont montré que toutes 
les lignées demeurent très sensibles à l' Al démontrant que l'arrêt de croissance causé par l' Al 
n'est pas directement lié à l'accumulation d'une de ces hormones. En conséquence, 
l'accumulation d'auxine observée pourrait être causée par l'inhibition de croissance plutôt 
que d'en être la cause. Toutefois, il demeure possible qu'une carence localisée en auxine 
puisse être responsable de l'inhibition de croissance. Les analogues d'auxine liposolubles qui 
ne sont pas soumis à une régulation par les transporteurs membranaires pourraient permettre 
de compenser les carences d'auxine présentes dans les zones sensibles. Ces analogues 
d'auxine pourraient être utilisés afin de vérifier cette possibilité. 

Mots clé : Blé, Arabidopsis, aluminium, auxine, éthylène, toxicité, inhibition racinaire, mort 
cellulaire. 



1. INTRODUCTION GÉNÉRALE 

La toxicité de l' aluminium (Al) intervient comme le principal facteur limitant la 

productivité agricole sur les terres acides (Foy et al., 1978). La surface des sols acides 

représente près de 70 % des terres cultivables et ne fait que s' accroître en raison des pluies 

acides et de la pollution. Le développement de la tolérance au métal est une manière pour les 

plantes de réduire les effets nocifs d' une exposition excessive aux ions métalliques. Les 

espèces et les variétés de plantes ont une tolérance qui varie face à l' excès d' Al dans leur 

milieu de croiss.ance (Foy et al., 1978). Malgré son importance agronomique et son intérêt 

économique, les mécanismes fondamentaux régissant la tolérance et la toxicité de l' Al chez 

les plantes ne sont pas encore bien définis. 

Le premier et principal impact de la toxicité de l' Al est l'inhibition de croissance 

racinaire (Taylor, 1988). Plusieurs études ont identifié la partie distale de la zone de transition 

(DTZ) dans les pointes de racines comme la cible initiale du métal (Hasenstein et Evans, 

1988 ; Kollmeier et al. , 2000 ; Sivaguru et Horst, 1998). Dans cette région des racines, I 'Al 

peut affecter l'organisation du cytosquelette (Blancaflor et al. , 1998) et inhiber le transport de 

l'auxine (Hasenstein et Evans, 1988; Kollmeier et al., 2000) qui est étroitement lié à 

l'organisation du cytosquelette (Muday et Murphy, 2002). 

L ' auxine est une hormone impliquée dans de nombreux phénomènes dont la 

croissance, le développement, le phototropisme et le gravitropisme de la plante. Au niveau 

cellulaire, ces phénomènes sont caractérisés par une implication dans les mécanismes de 

division, d'élongation et de différenciation. Il est établi qu ' à faible concentration, l' auxine 

stimule la croissance et le développement des tiges et des racines, alors qu ' à plus forte dose 

elle inhiberait la croissance des racines (plus sensibles que les tiges) (Went et Thiemann, 

1937). Chez le blé, Hasenstein et Evans (1988) ont montré que I' Al inhibait le transport de 

l'auxine au niveau de la DZ et provoquait un arrêt de la croissance du coté où I' Al est 

appliqué. Cette inhibition du transport de l' auxine par J'AI a été confirmée chez le maïs par 

Kollmeier et al. (2000) en notant une différence entre les cultivars sensibles et tolérants. Sur 
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la base de ces résultats nous avons émis l'hypothèse que I' Al provoquait une accumulation 

d'auxine suffisante pour inhiber la croissance des racines. 

D'autre part, l'éthylène est connu depuis longtemps pour être induit par l'auxine (Kang · 

et al., 1971 ), _ et son implication dans le processus de mort cellulaire (He et al. , 1996) a 

soulevé notre intérêt en association avec la toxicité de I 'Al. En effet, Delisle et al. (2001) ont 

montré que la mort cellulaire apparaissait, en présence d' Al, sur les racines de blé de cultivar 

tolérant et pas chez le cultivar sensible pour une inhibition racinaire de 50 %. Les auteurs ont 

suggéré que la mort cellulaire pouvait représenter un mécanisme de détoxification de I' Al qui 

expliquerait en partie la différence de tolérance à I 'Al entre les cultivars. 

Ce mémoire présente un état des connaissances sur la toxicité et la tolérance associée à 

I' Al ainsi qu'une brève présentation de l'éthylène et de l'auxine, et des hypothèses qui 

associent leurs réponses à la toxicité del' Al. Les travaux que j'ai effectués dans le cadre de 

ma maîtrise ont consisté à étudier la toxicité del ' Al sur les réponses moléculaires de l'auxine 

et de l'éthylène dans les pointes de racines. J'ai établi le profil d'expression des gènes de 

synthèse de l'éthylène dans les pointes de racines de blé par PCR en temps réel (qRT-PCR). 

Puis grâce aux résultats provenant d'une puce à ADN, j'ai confirmé par la technologie qRT-

PCR les différences d'expression de certains gènes impliqués dans les mécanismes 

moléculaires de l'auxine et de l'éthylène. Enfin, après avoir mis au point une méthode 

d'analyse, j ' ai mesuré _ les différences de croissances entre différentes lignées de mutants 

d'Arabidopsis résistants à l' auxine et/ou à l'éthylène afin de déterminer si la sensibilité à I' Al 

est associée à une accumulation trop importante de ces hormones. 



2. ÉTAT DES CONNAISSANCES 

2.1 Spéciation de l'aluminium 

L'AI est le métal le plus abondant de la croûte terrestre. Il représente 7.5 % de la 

lithosphère (Haug, 1984 ). Dans un sol à pH neutre, il y sera retrouvé sous formes complexées 

non toxiques pour les plantes (aluminosilicates (AhO5Si), oxydes d' Al (AhO3) gibbsites 

(Al(OH)3) ), ou liées à des minéraux ou à des composés organiques insolubles. Ce n'est que 

dans les sols acides, ou lorsque les sols sont acidifiés (pluies acides) que I' Al prend une 

forme libre phytotoxique Al3+. 

La forme de I' Al est dépendante du pH. L' Al est ainsi représenté par ces formes qui 

suivent un pH croissant et une protonation graduelle jusqu'au pH 7.4 : Al(H2O)6
3+ 

Al(OH)2+ Al(OH)/ Al(OH)J Al(OHk (Kinraide, 1991 ; Delhaize et Ryan, 1995). 

La proportion de ces espèces est ainsi dépendante du pH. À pH 3.0, l'espèce Al(H2O)/+(Al3+ 

par convention) considérée comme la plus toxique pour les plantes, est présente à plus de 95 

%. À ce pH les éléments Al3+ affectent grandement les racines et la croissance des plantes 

monocotylédones (Kochian, 1995). À des pH légèrement supérieurs (pH4.5), les formes 

Al(OH)2+ et Al(OH)/ en plus grande proportions, ont montré une plus grande toxicité vis-à-

vis des plantes dicotylédones (Alva et al .. 1986 ; Kinraide et Parker, 1990). 

Chez plusieurs plantes, principalement des céréales, des différences de sensibilité à I 'Al 

ont été constatées entre des genres et même entre des variétés. Parmi ces plantes, le riz a été 

reconnu comme l'espèce la plus tolérante et l'orge comme la plus sensible (Aniol et 

Gustafson, 1984). Le blé qui constitue un modèle intermédiaire à l'orge et au riz, présente des 

variations importantes de sensibilité à l' Al selon les variétés étudiées (Aniol et Gustafson, 

1984). 
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2.2 Mécanismes de toxicité de l'aluminium 

2.2.1 Cibles et symptômes 

Sivaguru et Horst (1998) ont mis en évidence que la cible de J'AI était localisée au 

niveau de la partie distale de la zone de transition (DTZ) des apex racinaires (Fig. 2.1 ). Cette 

zone est caractérisée par un changement de mode mitotique ( dans la zone du méristème MZ) 

vers une phase préparatoire à une élongation rapide (dans la zone d 'élongation EZ). 

1 10 
1 

î 
Distance à 

partir de l'apex 
EZ 

6 

5 

TZ 

MZ 

Coiffe 
.._._____,1 I 1 mm 

Figure 2.1 : La zone de transition distale est la cible principale de l'aluminium. 
Les différentes régions de l 'apex racinaire de maïs (Zea mays L. cv Lixis). EZ : zone 
d'élongation, MZ : zone méristématique et TZ : zone de transition. La DTZ, partie la plus 
distale (éloignée) de la TZ par rapport à l'extrémité racinaire, est la cible principale de l' Al 
(Sivaguru et Horst, 1998). 
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Le premier effet physiologique observable de la toxicité de l' Al à pH acide est 

l ' inhibition de croissance racinaire (Taylor, 1988). Ce mécanisme intervient dès la première 

heure d ' exposition (Kochian, 1995). À plus long terme (1 à 2 jours), les racines brunissent, 

accumulent de la callose et deviennent cassantes. La croissance des racines secondaires, dont 

la formation a été induite par l' Al , est réprimée après leur initiation. La toxicité se révèle 

donc surtout au niveau du système racinaire puisqu ' il provoque une atrophie de ce dernier. 

Ces différents effets sont modulés par la sensibilité de la plante au métal. li existe en fait 

plusieurs variétés de blé possédant des sensibilités différentes à l' Al (Carver et Owny, 1995). 

2.2.2 Signalisation et transport membranaire 

Plusieurs mécanismes de toxicité opérant dans l' apoplasme (extérieur de la cellule) 

(Rengel et Eliot, 1992) et le symplasme (intérieur de la cellule) des cellules ont été proposés 

(Jones et Kochian, 1995; Kochian, 1995; Jones et al., 1998a, b). Cependant, même s' il a été 

récemment démontré que J'AI s'accumulait dans les noyaux (Silva et al. , 2000), le métal 

interagirait d ' abord avec la membrane plasmique, modifiant ainsi une partie de son intégrité 

fonctionnelle (Kinraide et al., 1992). 

La toxicité del' Al provoque rapidement une réduction de l' entrée de K+, Ca2+, NH/ et 

plusieurs autres cations (Foy et al., 1978 ; Kinraide et Parker, 1987). L 'élongation cellulaire 

peut être corrélée avec l'entrée de cations, plus spécifiquement de K+ par les canaux voltage-

dépendants, qui maintient le volume des cellules par équilibre osmotique (Frensch, 1997). 

Liu et Luan (2001) ont montré que ces canaux sont bloqués par I 'Al au niveau intracellulaire 

de la membrane plasmique. 

En plus de ces variations osmotiques, les variations de flux ioniques ont pour 

conséquence de modifier le potentiel membranaire. Un autre aspect important de la toxicité 

del' Al serait donc l' altération du potentiel membranaire qui peut être un frein au transport de 

différents ions dans les cellules de racines (Kinraide, 1994; Kinraide, 1998). Cet effet est 

également associé à une diminution du pH intracellulaire (Lindberg et Strid, 1997). 
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Récemment, dans les racines de courge, il a été montré que l' Al peut inhiber l'activité H+-

ATPase par la déstabilisation des membranes plasmiques (Ahn et al., 2001). Cette activité 

pourrait également entraver le transport passif de l'auxine sous sa forme protonée (voir 

section 2.4.3 .1, Transport polaire et non-polaire) . . 

L' effet de l' Al sur le métabolisme du calcium a reçu ces dernières années une attention 

toute particulière car le calcium est au centre de nombreux processus cellulaires tels que la 

division et le gravitropisme (Helper et Wayne, 1985). L'inhibition par I' Al de l'influx du 

Ca2+ est rapide et réversible dans les plantes. Ce phénomène précède l'apparition des 

symptômes visibles de la toxicité du métal (Huang et al., 1992; Huang et al., 1996; Ryan et 

Kochian, 1993). Cependant, I' Al peut inhiber sévèrement la croissance sans réduire le 

transport du Ca2+ (Ryan et Kochian, 1993). En plus de cela, Huang et al. (1996) ont montré 

sur des vésicules membranaires purifiées, que I' Al bloquait de la même manière les canaux 

calciques chez les variétés sensibles et tolérantes de blé. Les variations de concentrations du 

calcium intracellulaire ne présentent donc pas de corrélation avec les mécanismes de 

tolérance à I' Al. 

L'intervention del' Al au niveau de l'homéostasie du Ca2+ peut se faire directement par 

les récepteurs voltage-dépendant ou par un dérèglement du potentiel membranaire. L'AI 

inhibe également l' activité de la phospholipase C, une enzyme impliquée dans la voie de 

signalisation des phosphoinositides (Kochian, 1995). Cependant, cette voie de signalisation 

contrôle la sortie de Ca2+ depuis le réticulum endoplasmique où l 'inositol 1,4,5-triphosphate 

induit un relargage de calcium dans le cytoplasme (Fig. 2.2) (Haug et al., 1994). 
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Fi~ure 2.2 : Vue simplifiée du signal de transduction lié à la voie des 
Ca + /phosphoinositides. 
Une zone bleutée désigne les éléments de transduction du signal comme étant probablement 
ciblés par les ions Al. Le signal d'entrée responsable de la croissance (possiblement l'auxine, 
voir 2.4.2.2. Transduction du signal en réponse à l'auxine) s'effectue par fixation d'un 
messager primaire sur un récepteur à la surface de la membrane plasmique, provoquant ainsi 
la transmission du signal à une protéine GP hétérotrimérique. La sous-unité G0 se détache des 
sous-unités G11y en échangeant le GDP pour du GTP. La sous-unité Ga ac1.ive une 
phosphoinositide (PIP2) spécifique de la phospholipase C (PLC), produisant ainsi deux 
seconds messagers à savoir IP3 et le diacylglycerol (DAG). La phase off de la transmission du 
signal est initiée par l'hydrolyse du GTP qui pennet la réassociation des sous-unités Gp. Par 
une série de réactions telles que des déphosphorylations menant à IP2 et IP, IP3 et le DAG 
sont métabolisés et PIP2 est synthétisé via PI et PIP. PKC, protéine kinase C; protein-P, 
protéine phosphorylée. 
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En examinant cette figure on remarque que l' Al pourrait affecter d'autres étapes de la 

voie de signalisation par exemple en compétitionnant avec le Mg2+ nécessaire à la protéine 

GTPase ou en affectant la protéine kinase C. Des résultats préliminaires ont montré que la 

calphostine C, un inhibiteur de protéine kinase C, bloque la croissance cellulaire et induit les 

mêmes gènes de stress qu'une exposition à I' Al (Gladu, 1999). Ces résultats suggèrent 

qu'une voie de régulation impliquant le blocage direct ou indirect de la protéine kinase è est 

associée à l'exposition à I 'Al .. 

2.2.3 Cytosquelette 

De nombreux désordres neurologiques, induits par l' Al, ont déjà été associés à des 

anomalies des composants du cytosquelette (Schmidt et al., 1991; Singer et al., 1997). Un 

modèle proposé pour les anomalies survenant au niveau du cytosquelette impliquerait la 

liaison du GTP. L' Al fixe 107 fois mieux les sites de liaisons du GTP que le Mg2+ qui y est 

nécessaire pour l' assemblage des microtubules. Lorsque I' Al est lié au complexe GTP-

tubuline, l' échange de GTP pour le GDP est plus lent. C'est ainsi que la perturbation du 

système microtubulaire pourrait s'effectuer (McDonald et al., 1987; McDonald et Martin, 

1988). En complément, une étude sur la perturbation des neurofibrilles chez les mammifères 

induite par l' Al a révélé que I 'Al affectait aussi l'expression des régulateurs du cytosquelette, 

la phosphorylation des protéines du cytosquelette et la production de messagers secondaires 

(cAMP, cGMP, inositol 1,4,5-triphosphate) intervenant dans la régulation dynamique du 

cytosquelette (Strong et al., 1997).Des changements de morphologie, induits par l'AI pendant 

la croissance des racines et des tiges, sont associés à la perte de l'élongation cellulaire et un 

gonflement des tissus (McDonald et Martin, 1988 ; Ryan al., 1993 ; Sasaki et al., 1996). Ces 

symptômes ont conduit à l'hypothèse suivant laquelle le cytosquelette serait une cible 

cellulaire de la toxicité de l 'Al (Blancaflor et al., 1998). Le contrôle de l'organisation du 

cytosquelette chez les plantes a permis d'impliquer le système de signalisation des 

phosphoinositides, de même que le rapport Ca2+/Calmoduline, tous deux cibles potentielles 

de l'Al (Haug et al., 1994). Plus récemment, Blancaflor et al. (1998) ont observé qu'une 

stabilisation et une réorientation des microtubules survenaient après une heure d'exposition à 
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une dose inhibitrice d' Al dans la région de la DTZ. Cette modification du réarrangement 

cytosquelettique pourrait être la cause de l'inhibition du transport basipétal de l'auxine causé 

par I' Al (Hasenstein et Evans, 1988; Kollmeier et al., 2000) par la délocalisation des 

protéines transportant l'hormone (voir Fig. 2.6 et section 2.4.2.2. Pin). 

Il ressort de ces études que la DTZ est bien la cible initiale de I' Al. Certaines 

découvertes pertinentes, qui ont développé très peu d'intérêt, ont validé les précédents 

travaux tout en montrant que l'inhibition du transport d'auxine était plus marquée chez les 

variétés sensibles de maïs que chez les variétés tolérantes. Ces résultats mettent ainsi de 

l'avant des mécanismes impliquant le métabolisme de l'auxine dans la problématique de la 

toxicité del' Al. 

2.3 Tolérance à l' Aluminium 

2.3.1 Aspects génétiques et moléculaires 

Chez le blé, la tolérance serait un caractère héréditaire, dominant et multigénique lié à 

à 3 gène(s) (ou locus (loci)) majeur(s), et plusieurs autres gènes mineurs. Les différents 

gènes impliqués seraient localisés sur le bras court du chromosome SA, 6A et sur les longs 

bras des chromosomes 2D, 3D et 4D (Aniol, 1995; Berzonsky, 1992; De Oliviera, 1981 ; De 

Oliviera; 2000). Chez l'orge, ce phénotype ne serait rattaché qu'à 2 loci majeurs situés sur les 

chromosomes 4R et 6R (Gallego et al., 1998). Chez le riz, 3 loci majeurs impliqués dans la 

tolérance ont été localisés sur les chromosomes 3R, 4R et sur le bras court du 6R (Nguyen et 

al., 2002). Enfin chez Arabidopsis des analyses QTL (Quantitative Trait Locus) ont permis 

d'identifier 2 loci majeurs apportant la tolérance à I' Al, expliquant les variations entre les 

espèces tolérantes (Columbia) et sensibles (Landsberg erecta) (Kobayashi et Koyama, 2002; 

Hoekenga et al., 2003). 



10 

Tableau 2.1 : Liste de gènes induits par l' aluminium. Liste de gènes induits par l'Al classés 

selon leur fonction cellulaires. 

Catégorie de 
rotéine 

Synthèse de lignine 

Paroi cellulaire 

Stress oxydatif 

Métabolisme 

Autres 

Protéine potentielle 

phénylalanine ammonia-
lyase 
" 
Putative cinnamyl-alcohol 
dehydrogenase 
p-coumarate 3-hydroxylase 

Xyloseisomérase 
Beta-1 ,3-glucanase 
UDP-N-acetylglucosamine 
pyrophosphorylase 

Quinone oxidoreductase 
Oxalate oxydase 
Glutathione S-transférase 

Proteinase inhibitor 

" 

Facteur d'élongation EF-2 
SUMO-1 

Rice KNl-like protein 
protéine multi drug 
resistant 
Protéine récepteur kinase 
associée à la paroi 
cellulaire 
peroxydases 

une protéine heat-shock 
protéine blue copper 
binding 
inhibiteur de dissociation 
duGDP 
metallotioneine-like protein 

Gène Références 

wali4 Snowden et 
Gardner (1993) 

war7.2 Hamel et al.(1998) 
OsAR6 Mao et al. (2004) 

OsAR7 Mao et al. (2004) 

OsAR9 Mao et al. (2004) 
OsARJ0 Mao et al. (2004) 
OsARJJ Mao et al. (2004) 

OsARJ3 Mao et al. (2004) 
War13.2 Hamel et al.( 1998) 
GST Ezaki et al. (1995) 

wali5 Snowden et 
Gardner ( 1993) 

AtBPI Richards et al. 
(1998) 

OsAR15 Mao et al. (2004) 
OsARJ6 Mao et al. (2004) 

OsAR18 Mao et al. (2004) 
TaMDRJ Sasaki et al. (2002) 

Wakl Sivaguru et al. 
(2003) 

NtPOX, Ezaki et al. ( 1996) 
war4.2 Hamel et al. ( 1998) 
HSP150 Ezaki et al. (1998) 
AtBCB Richards et al. 

(1998) 
NtGD/l Ezaki et al. ( 1997) 

Walil Snowden et 
Gardner ( 1993) 
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L' Al induit 1' expression de plusieurs gènes impliqués dans les stress biotiques 

(pathogènes) et abiotiques (froid, métaux) et pouvant être reliés à des fonctions dans le 

métabolisme cellulaire {Tableau 2.1 ). Cependant tous ces gènes sont associés à la toxicité et 

non à la tolérance à I' Al puisque leur expression est augmentée de manière similaire _chez les 

plantes sensibles et tolérantes et mènent à de faibles améliorations de la tolérance à l' Al 

lorsque surexprimés chezArabidopsis (Ezaki et al., 2000). 

2.3.2 Expression de la tolérance 

Actuellement deux mécanismes généraux sont proposés pour expliquer la tolérance à 

l'Al chez les plantes. Tout d' abord, la tolérance interne à ]'Al permet de chélater ou de sous-

compartimenter I' Al dans les vacuoles. Cependant, ce mécanisme, qui fonctionne chez 

certaines espèces, est peu probable chez le blé car les cultivars tolérants accumulent moins 

d 'Al (Taylor, 1995). Le deuxième mécanisme très approfondi et débattu aux cours des 

dernières années réside dans l' e?(clusion de l' Al ou la chélation de l 'Al hors du symplasme 

par la sécrétion d' acides organiques (Ma, 2000). 

Une bonne corrélation a pu être établie entre la sécrétion d' acides orgamques en 

réponse à l 'Al et la tolérance de plusieurs variétés de plantes (Delhaize et al., 1993; Ryan et 

al., 1995; Pellet et al., 1995; Ma et al., 1997a, b; Ma et Miyasaka, 1998; Larsen et al., 1998). 

Sasaki et al. (2004), ont identifié le gène ALMTl codant pour un transporteur de malate. Ce 

gène est exprimé de manière constitutive dans les apex de racines de blé à un niveau 

beaucoup plus élevé chez les cultivars tolérants que chez les cultivars sensibles. La 

surexpression de ce gène dans l'orge a permis d'améliorer la tolérance de manière 

significative ( 10 fois) (Delhaize et al. , 2004 ). 

Cependant, d 'autres études ont démontré l'absence de corrélation entre la différence de 

sécrétion d 'acides organiques et la tolérance chez le riz. Il a également été démontré que 

certains cultivars de riz sensibles au métal sécrétaient plus d' acides organiques que les 

cultivars tolérants (lshikawa et al. , 2000). 
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De la même manière les stratégies impliquant la sur-expression d'acides organiques 

dans les plantes transgéniques est mitigée. Une stratégie impliquant une sur-expression 

d ' acides organiques (10 fois plus que dans le témoin sauvage) a ainsi permis une excrétioIJ 4 

fois plus importante de citrate (De la Fuente et al., 1997) et a permis d'améliorer la tolérance 

à l' Al d'un facteur deux chez une variété sensible de papaye et de tabac. Par contre 

l'utilisation d'une souche de tabac transgénique exprimant 100 fois plus de citrate que le 

témoin n'a pas montré une augmentation de la tolérance comparable aux précédents résultats, 

ni une accumulation de citrate dans les racines (Delhaize et al., 2001). On peut donc statuer 

qu'il existe d'autres mécanismes de tolérance plus efficaces que la sécrétion d'acides 

organiques et que cette dernière ne joue qu'un rôle mineur dans la tolérance à l' Al. 

En conclusion sur les mécanismes de tolérance, on peut dire qu'aucun des gènes induits 

par l' Al identifiés à ce jour n'a été associé à la tolérance (induction plus forte chez le cultivar 

tolérant). Seule la surexpression du gène AMLTl chez l'orge a permis d'améliorer de façon 

importante la tolérance à l 'Al tel qu: observé chez les variétés tolérantes. 

2.3.3 Activités redox dans les pointes de racines. 

L' Al induit l'expression de plusieurs gènes qui possèdent une forte homologie avec des 

gènes induits par les pathogènes, les blessures et le stress oxydatîf. La réponse des plantules à 

ces différents stress se caractérise de manière rapide (moins de 4 heures après le contact avec 

le stress) par la formation d'espèces d'oxygènes réactives, représentées en majorité par le 

peroxyde H20 2 ou par les radicaux libres 0 2 • (Hammond-Kosack et Jones, 1996). Cette · 

activité redox dans les racines a été directement liée à l'inhibition de croissance et au 

gravitropisme (Joo et al., 2001) 

Une activité redox associé avec la croissance des racines (transfert d'électrons détecté 

avec le nitro blue tretrazolium, NBT) et très sensible à I' Al, a été identifiée par Maltais et 

Houde {2002). Cette activité est inhibée en quelques minutes chez les cultivars sensibles et 

tolérants mais on constate un retour de cette activité chez le cultivar tolérant après 24 h. Ceci 
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démontre la présence d' un mécanisme inductible qm permet le rétablissement de la 

croissance chez les cultivars tolérants (Maltais et Houde, 2002). 

D 'autre part l' auxine stimule l' activité H+-A TPase membranaire nécessaire à la 

stabilité membranaire et à la croissance (revue dans Hager, 2003). La toxicité de l' Al a 

montré une action inhibitrice sur cette activité enzymatique (Ahn et al. , 200 l ). De plus, un 

cytB 561 ayant la capacité de transférer des protons et des électrons a été récemment identifié 

sur la membrane plasmique dans les racines d'Arabidopsis (Verelst et al. , 2004). Bien que 

l'activité redox de cette protéine n'a pas encore été reliée directement à l' auxine, les 

propriété~ de ce cytochrome suggèrent que c' est uri candidat intéressant associant une pompe 

à protons et une activité redox durant la croissance. 

Malgré les liens établis entre l'accumulation d'auxine et l' inhibition de croissance dans 

les racines causée par !'Al, les mécanismes d' action sont encore obscurs. Cependant, ces 

excès ou carences en auxine pourraient être responsable de l'arrêt de croissance selon les 

types cellulaires impliqués (excès à certains endroits et carences dans d' autres cellules). Il a 

été démontré qu' un excès d'auxine induits les mêmes gènes de stress qu' une exposition à!' Al 

et bloque l'activité redox associée à la croissance des racines (Gladu, 1999). L' auxine 

pourrait être un acteur majeur associé à toxicité de l' Al et il est important de développer une 

revue des connaissances pouvant l' impliquer dans cette problématique. 

2.4 L'auxine 

2.4.1 Le métabolisme de l'auxine dans les racines 

Il est connu depuis longtemps que l' auxine est véhiculée des tiges jusqu 'aux racines via 

un système de transport polaire. Cependant une attention plus particulière a été accordée aux 

mécanismes d'accumulation de l'auxine dans les pointes racinaires. Comme les racines sont 

plus sensibles que les tiges à l'auxine (Went et Thiemann, 1937), il paraît peu vraisemblable 

de penser que l'auxine à forte concentration puisse être tolérée dans la croissance des pointes 
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de racmes. Kerk et al. (2000) ont montré l'existence d'un système régulateur de la 

concentration d'auxine dans les apex racinaires de maïs. En effet, la synthèse d'ascorbate 

oxydase (AAO), dont l'expression est induite par l'auxine, permet le maintien de cellules en 

phase stationnaire G 1 dans l'apex racinaire, formant ainsi le centre de quiescence. Le 

maintien du centre de quiescence par l' AAO est indispensable dans l'organisation des apex 

(Kerk et Feldman, 1995). Mais l'AAO a surtout montré une capacité à inactiver l' acide 

indole-3-acétique (IAA), qui est la forme d'auxine la plus abondante naturellement présente 

chez les plantes (Kerk et al., 2000). Suivant ce modèle, l'auxine à concentration inhibitrice 

pour la croissance des racines pourrait être dégradée par la sécrétion d 'AAO dans les cellules 

du centre de quiescence des racines. Cette enzyme agirait en inactivant l' IAA par 

décarboxylation. Ce modèle va en contresens des opinions actuelles selon lesquelles l'auxine 

serait majoritairement inactivé par conjugaison avec des sucres in vivo (Ljung et al. , 2002). 

Cependant les expériences réalisées sur le métabolisme de l 'IAA ont très peu ciblé les pointes 

racinaires et l'activité de l 'AAO pourrait être importante pour limiter la quantité d'auxine et 

maintenir l'activité redox identifiée dans les pointes de racines et qui est affectée par la 

toxicité del ' Al. 

2.4.2 Expression génétique en réponse à l'auxine 

2.4.2.1 Expression et régulation des gènes induits en réponse à l'auxine 

Le développement normal de la plante, aussi bien que son adaptation aux variations 

environnementales nécessite une régulation précise de l'expression génétique. Pour des 

réponses à ces facteurs variables, des gènes précoces et retardés ont été identifiés. Les gènes 

précoces sont des gènes qui répondent de manière assez rapide (5 à 15 minutes) à ces stimuli. 

En principe, ces gènes ne requièrent pas l'expression d'autres gènes et répondent directement 

à l' induction par le stimulus (Theologis, 1986). À l'opposé, les gènes retardés s'expriment 

relativement lentement, répondent indirectement et nécessitent l' expression d'autres gènes 

dans la réponse de la plante. Jusqu'à présent, plusieurs gènes et familles de gènes, démontrant 

des variations d'expression en réponse à l'auxine, ont été identifiés. 
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Parmi les gènes précoces, on retrouve les A UXIIAA qui sont considérés comme les 

régulateurs de base de l'expression génétique en réponse à l'auxine. Le modèle le plus 

courant les voit comme des répresseurs agissant sous forme de dimères en encombrant par 

fixation les éléments de réponse à l'auxine (auxRes) présents dans les promoteurs. Une 

réponse induite par l'auxine va, dans ce modèle, dégrader les protéines AUX/IAA et 

permettre la fixation des facteurs de transcription en réponse à l'auxine (ARF) (Fig. 2.3) 

(Leyser, 2002; Liscum et Reed 2002). Cette régulation par dé-répression va permettre 

l'induction d'autres gènes précoces tels que les small aiain RNA (SAUR) de même que les 

GH3, dont les fonctions sont actuellement obscures (Leyser, 2002). 

Comme mentionné précédemment, l'expression de gènes retardés intervenant dans 

différents processus biologiques n'est pas toujours corrélée de manière directe à la réponse 

finale de la plante. Dans la plupart des études d'expression concernant les gènes précoces on 

constate que les concentrations d'auxines exogènes utilisées sont inhibitrice pour la 

croissance de la racine (Abel et Theologis, 1996; Mizuno et al., 2002; Overvoorde et al., 

2005 ; Takahashi et Nagata, 1992 ; Ulmasov et al., 1999). Cependant, un exemple bien 

caractérisé implique la glutathione S-transferase (GST). Cette enzyme, qui catalyse la 

réduction du glutation en éléments électrophiles (Salinas et Wong, 1999), est associée à la 

détoxication et à la protection contre les agressions oxydatives (Timmerman, 1989). Un 

homologue de GST, pàrB, a été le premier gène identjfié montrant une induction à l'auxine 

(Takahashi et Nagata, 1992). Le gène parB peut être induit par d' autres facteurs tels quel' Al 

ou des stress environnementaux. Ceci supporte les relations observées entre le métabolisme 

de l'auxine et les effets de !'Al (inclus dans Other Inducers) (Fig. 2.4) (Abel et Theologis, 

1996). 
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Figure 2.3: Modèle de l' action des protéines AUX/IAA. 
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Degradation 

Les protéines AUX/IAA sont capables de former des dimères avec d' autres protéines 
AUX/IAA, mais aussi avec les membres de la famille des ARF. L'équilibre entre ces deux 
types de dimères régule la transcription des promoteurs contenant les ARE. L'abondance de 
chacun des membres de la famille des AUX/IAA (par exemple AUX/IAAx) est régulée par la 
transcription et la dégradation, via l'action de l'auxine. La dynamique de ce réseau est 
apparemment très complexe (Leyser, 2002). 
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Figure 2.4 Modèle de l' expression et de la fonction des gènes précoces régulés par l'auxine. 
L'expression des gènes précoces induits par l' auxine dans les différents mutants insensibles à · 
l' auxine chez Arabidopsis (axrl, axr2 et aux]) et la tomate (Lycopersicum: dgt) peut ne pas 
être affectée (rond rayé horizontalement), être inhibée à différents degrés (rond rayé 
verticalement), ou ne pas être déterminé (n.d.). Les ARE (AuxREs) sont les points communs 
fonctionnels à au moins trois classes majeures de gènes et à ACC synthase (marqué par une 
ellipse remplie de gris). Les éléments ocs-like des gènes GH2/4-like sont signalés par un 
losange vide. Les gènes SA UR et GH3-like n'ont pas encore été reliés à une fonction précise 
(Abel et Theologis, 1996). 

L'étude des plants d'Arabidopsis mutants résistants à l'auxine a permis également de 

découvrir d ' autres gènes impliqués dans des réponses aux stress· (revue dans Abel et 

Theologis, 1996). Parmi ces gènes on peut distinguer des éléments centraux de la 

signalisation de l'auxine tel que AXRJ, AXR2 ou dans le transport de l' auxine tel que AUXI et 

les gènes PIN 
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2.4.2.2. Transduction du signal en réponse à l'auxine 

De nombreuses études ont tenté de mettre en évidence les sites d' action directs de 

l'auxine. La plus caractérisée des protéines liant l'auxine est ABPI (Scherer, 2002). Même si 

les variations dans l'expression de cette protéine ne provoquent que des variations 

phénotypiques bénignes (Jones, 1998; Bauly et al., 2000), c'est la cible la plus probable pour 

l'auxine au niveau de la membrane plasmique. Cependant sa localisation n' est pas exclusive 

et on la retrouve en grande proportion dans le réticulum endoplasmique où il pourrait être le 

point de départ d' une autre voie de signalisation en réponse à l'auxine (Napier et al. , 2002). 

La transduction du signal de l'auxine intervient probablement par l' intermédiaire d' une 

protéine G trimérique dont la sous-unité Ga, puisque les RAC GTPases (sous unités Ga 

potentielles) sont impliquées dans la signalisation en réponse à l' auxine (Tao et al., 2002). 

2.4.3 Le transport de l'auxine dans les racines 

A l'exception des réponses de tropisme, l'auxine est connue pour réguler de nombreux 

aspects de la croissance et du développement des plantes, tels que la formation des racines et 

des tiges primaires et secondaires, la différenciation des tissus vasculaires, et le 

développement embryonnaire (revue dans Gilroy et Trewavas, 2001 ). Les mécanismes 

cellulaires, par lesquels une simple molécule d' auxine exerce tant d' effets, sont encore 

inconnus. Cependant, un aspect important dans la régulation de ces différents processus 

semble être lié aux différents gradients de concentrations d' auxine (Ishikawa et Evans, 1993). 

2.4.3.1 Transport polaire et non-polaire 

Deux façons différentes de percevoir le transport de l'auxine dans les racines sont 

connues : un transport rapide et non polaire, couplé avec le transport des métabolites (comme 

les sucres) dans le phloème et, un transport plus lent polaire évoluant dans les différents tissus 
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de la racine. Le transport non-polaire de l'auxine comprend le transport des conjugués 

d'auxine inactive, tandis que le transport polaire de l'auxine èst restreint au passage de cellule 

à cellule des formes libres et a~tives de l'auxine. Les deux types de transport peuvent être liés 

directement ou indirectement (Cambridge et Morris, 1996), cependant le transport polaire de . 

l'auxine est le principal mécanisme du transport de l'auxine (Lomax et al., 1995). Le suivi, 

par des mesures quantitatives, de l'auxine radio-marquée ajoutée aux racines de manière 

exogène, révèle deux manières distinctes pour l'auxine d'évoluer dans les racines (Rashotte 

et al., 2000): le transport de l'auxine de la base de la tige vers l'apex de la racine dans les 

tissus vasculaires (transport acropétale de l'auxine) et le transport de l' auxine de l' apex de la 

racine vers la tige via les cellules épidermiques et corticales extérieures (transport basipétal 

de l'auxine) (Fig. 2.5) (Marchant et al. , 1999). 

Les études sur des mutants affectant le transport de l'auxine suggèrent que le passage 

de cellule à cellule de l'IAA s'effectue par l' intermédiaire de complexes protéiques qui 

régulent les flux d'auxine vers l'intérieur ou l'extérieur des cellules. La direction du flux de 

l'auxine est déterminée par la présence et la localisation polaire des complexes protéiques 

aux sites de sortie de l'auxine. Le modèle biochimique de base du transport polaire de 

l'auxine suggère l'entrée non-chargée de IAA protoné (HIAA) de l'apoplasme acide par 

diffusion. Cependant, il a été démontré que l'auxine peut aussi être transportée efficacement 

par un système énergétique impliquant des transporteurs spécifiques pour l' influx de l'auxine 

à l' intérieur de la cellule (Rubery et Sheldrake, 1974). À cause du pH basique du cytosol, 

HIAA est déprotoné (IAA"), et possède une faible perméabilité due à sa charge négative, il est 

donc piégé au sein de la cellule (Goldsmith, 1977). En conséquence, IAA- ne peut quitter la 

cellule que par l'intervention d'un transport actif de l'intérieur vers l'extérieur de la cellule 
(Rubery et Sheldrake, 1974). 
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Figure 2.5: Schéma du transport polaire de l'auxine dans les racines. 
À gauche, illustration schématique des tissus apicaux de racines délimitant la coiffe (RC), les 
zones méristématique (M) et d'élongation (EZ). À droite, modèle de circulation de l'auxine 
par le transport acropétal (A) et basipétal (B) (Marchant et al., 1999). 

L'efllux de l'auxine peut être distingué de l'influx par l'application d'inhibiteurs qui 

empêchent spécifiquement les activités des transporteurs cellulaires liés à l'influx ou à 

l'efflux de l'auxine, ou par des essais de formes synthétiques de l'auxine qui sont seulement 

des substrats pom· un des types de transporteurs. Les auxines synthétiques utilisées pour ces 

mesures de transport de l'auxine sont l'acide 2,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D) et l'acide 

1-naphthylacétique (N-1-AA) (composé lipophile), qui sont exclusivement transportés en 

impliquant l'activité des transporteurs liées à l'influx et à l'efflux d'auxine respectivement 

(Del barre et al., 1996). 
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2.4.3.2 Les protéines du transport polaire de l'auxine 

2.4.3.2.1 Auxl 

Les protéines agissant spécifiquement dans l'influx et l'efflux d'auxine ont été 

identifiées et des mutants possédant des gènes défectueux pour ces protéines ont été 

caractérisés. La protéine AUXI est reconnue pour permettre l'influx d'auxine dans la cellule, 

tandis que les protéines PIN et plus précisément PIN2, présentes uniquement dans les tissus 

des zones corticales et épidermiques des racines, sont requises pour l'efflux d'auxine (Muday 

et Murphy, 2002). L'immunolocalisation de AUXI et de certaines des protéines PIN (dont 

Atpin2) chez Arabidopsis, ont révélé la distribution spécifique et parfois polaire, le long de la 

route prévue pour le transport acropétal et basipétal de l'auxine en accord avec les 

précédentes hypothèses (Friml et al., 2002b; Galweiler et al., 1998; Swarup et al., 2001 ). Le 

gène AUXI, chez Arabidopsis, code pour une protéine transmembranaire qui possède une 

homologie avec les perméases d' acides aminés chez les plantes, et paraît jouer un rôle dans 

l'influx de l'auxine (Bennett et al., 1996). Une inactivation du gène AUXI cause la résistance 

à l' auxine et à l'éthylène, en plus d' affecter le gravitropisme dans les plantules d'Arabidopsis 

(Bennett et al. , 1996). La croissance agravitrbpique des racines est compensée par 

l'application de l' auxine synthétique 1-NAA perméable (ne passe pas par AUXI) à la 

membrane cellulaire, mais pas par l'application de 2,4-D, dépendant du système d'influx de 

l' auxine (Marchant et al. , 1999). La croissance caractéristique des racines du mutant aux] 

peut être copiée phénotypiquement en traitant des plantules d'Arabidopsis de type sauvage 

avec les_ inhibiteurs du système d'influx de l'auxine, le 1-NOA et le CHPAA (Parry et al. , 

2001). L' immunolocalisation de protéines AUXI marquées (liées à un antigène) dans les 

racines de plantules d'Arabidopsis transgéniques révèle une localisation polaire de la protéine 

à la pointe basale des cellules du protophloème (Swarup et al., 2001). 
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2.4.3.2.2 Pin 

Les protéines, codées par la famille des gènes PIN, chez Arabidopsis, sont constituées de 10-

12 segments transmembranaires potentiels, et montrent des similarités avec des transporteurs 

chez les bactéries (revue en détail dans : Palme et Galweiler, 1999). L'action des PIN dans le 

transport de l'auxine est maintenant fortement reliée à leur localisation (Fig. 2.6) (revue 

dans : Muday et Murphy, 2002). La localisation polaire des PIN est rendue possible par les 

vésicules d' attachement qui sont influencées par la gravité et par les filaments d' actine 

formés par le cytosquelette. Le dérèglement de l'un des deux protagonistes entraîne une 

altération de cette localisation et donc une perturbation du transport de l'auxine. Des mesures 

du transport de l'auxine ont révélé un transport basipétal inégal des deux côtés de la racine du 

mutant pour le gène PIN2 (Atpin2 : Rashotte et al., 2000), connu aussi comme EIRJ , AGRJ 

ou WA V6 (Luschnig et al. , 1998 ; Müller et al., 1998). La plupart des membres de la famille 

PIN (8 gènes différents) sont exprimés dans les racines (AtPINJ, AtPIN2, AtPIN3 etAtPIN4), 

cependant PIN2 est exprimé spécifiquement dans la DZ. Le mutant Atpin2 est porteur 

d'anomalies dans le gravitropisme et la croissance des racines. Cette mutation est 

. accompagnée par une sensibilité réduite aux inhibiteurs du transport de l'auxine et à 

l'éthylène (Friml et al., 2002b ; Müller et al., 1998). Le mutant Atpin3 montre des altérations 

du gravitropisme et de la croissance au niveau des racines mais aussi dans d'autres tissus 

(Friml et al., 2002a). Enfin les mutants Atpinl et Atpin4 ne montrent pas de déficiences au 

niveau de la croissance ou du gravitropisme mais dans le développement embryonnaire des 

racines (Blilou et al., 2005), 
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Figul'e 2.6 : Modèle des expériences qui ont examiné les mécanismes de contrôle de la 
localisation des protéines PINl. 
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(A) Le transport de la protéine PINl à la membrane basale, dépend des vésicules et s'effectue 
par l'intermédiaire des filaments d'actine. Une protéine NPA-binding a montré une 
interaction avec l'actine et pourrait agir comme intermédiaire entre le transport des vésicules 
et des fuseaux d'actine et /ou pourrait seIVir à localiser les complexes associé à PINI à la 
membrane basale. (B) Un traitement avec la cytochalasin conduit à une distribution aléatoire 
des protéines PINl et à une réduction du transport polaire de l'auxine. (C) Un traitement avec 
la brefeldin A (BF A) conduit à une perte des protéines PINl sur la membrane basale. Cet 
effet est réversible. (D) Un traitement avec la cytochalasin ou avec l'inhibitew· de l'effl.ux 
d' IAA TIBA, après le traitement au BFA, prévient la restauration de la distribution 
asymétrique des protéines PINl (Muday et Murphy, 2002). 
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2.4.3.3. La régulation de l'influx d'auxine dans les cellules 

Le transport de l' auxine de manière perméable est permis comme vu plus haut par la 

protonation des formes actives IAA- et peut être fortement influencé par l' activité ou 

l' inhibition des pompes à Ir et plus particulièrement les Ir-ATPases. Les inhibiteurs 

spécifiques de l' influx (1-NOA et CHPAA) ont permis l' analyse de la fonction _des 

composants intervenant dans l'influx de l' auxine (Parry et al., 2001). 

2.4.3.4 La régulation des gènes PIN (régulation de l'efflux) 

Les mécanismes précis pour la régulation des gènes PIN ne sont pas encore connus et 

aucun facteur de transcription des gènes PIN n'a encore été identifié. Il y a cependant, une 

évidence quant à la régulation des niveaux de transcrits, puisque des analyses northern 

effectuées avec des sondes spécifiques de AtPin2 révèlent une induction du gène par le 1-

NAA dans les racines d'Arabidopsis (Ottenschlager, 2002). 

Son activité est également régulée, au mveau post-traductionnel, par le trafic de 

vésicules responsables de la localisation polaire des PIN. Les études employant des 

inhibiteurs de ces transporteurs ont conduit à l' hypothèse suivant laquelle les mouvements de 

l'auxine seraient régulés par un complexe protéique de 2 ou 3 sous-unités synthétisées 

indépendamment (Muday et Murphy, 2002). L'efflux de l'auxine est sensible à des 

inhibiteurs du trafic intracellulaire de vésicule et de la synthèse de protéines, indiquant qu'au 

moins un composant de l' efflux est de courte durée de vie (Morris et al., 1991 ; Delbarre et 

al., 1998 ; Morris et Robinson, 1998). 

Dans les embryons du mutant gnom, le trafic des vésicules est perturbé et l'activité de 

liaison à la mel!lbrane de PIN est perdue (Steinmann et al., 1999). GNOM a été identifié 

comme une protéine démontrant une activité GAP (guanine nucleotide exchange) pour des 
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ARF (auxin responsives factors) GTPases. Ces petites GTPases sont connues pour jouer un 

rôle dans le contrôle du trafic des vésicules dans les mécanises de localisation polaire des 

protéines PIN (Steimann et al., 1999). Plus récemment, une famille de GTPases, Rho/Rac, a 

été impliquée dans la transduction de la signalisation en réponse à l'auxine (Tao et al., 2002) 

et dans la régulation du transport polaire de l'auxine (Ottenschlager, 2002; Tao et al., 2002). 

Plusieurs composants synthétiques, comme l'acide naphthylphthalamique (NPA), 

bloquent le transport polaire de l'auxine et les réponses de la croissance dépendantes de 

l'auxine en inhibant l'efflux de l'auxine (Rubery, 1990; Muday, 2000). Des métabolites 

endogènes comme les flavonoïdes ont été suggérés comme agissant en tant que régulateurs 

naturels du transport de l'auxine par leur interaction avec les NPA-binding protéines (Jacobs 

et Rubery, 1988). Les PINOID sont des npa-binding protéines et des sérine/thréonine kinases, 

connues pour interagir avec les protéines PIN (Benjamins et al., 2001). Différents travaux 

leur attribuent une fonction régulatrice dans la localisation polaire des PIN. Des études ont 

démontré, que la sur-expression de ces protéines agissait en régulateur négatif de 

signalisation de l'auxine (Christensen et al., 2000) et en régulateur positif du transport de 

l'auxine (Benjamins et al., 2001). 

2.4.4. Modèle d'interaction entre le transport polaire de l'auxine et la 

signalisation en réponse à l'auxine 

L'auxine agirait donc par gradient de concentration dans les cellules, en contrôlant 

positivement son propre transport polaire, de façon à ne pas maintenir une concentration trop 

élevée dans les cellules. Dans le cas d'une accumulation d'auxine, les cellules sont 

caractérisées par une hausse significative de la signalisation cellulaire en réponse à l'auxine 

et une inhibition de croissance racinaire. Cette propriété caractérisée pour la sur-expression 

des PINOID (Christensen et al., 2000; Benjamins ét al., 2001), est également ciblée de 

manière vague pour les RAC GTPases. La sur-expression de NtRACJ sous forme 

constitutivement active permet une hausse significative de la signalisation en réponse à 

l'auxine, de même que des phénotypes caractéristiques des mutants au transport de l'auxine : 
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pin-1ike, mp-1ike, gnom-1ike (Tao et al., 2002). L'induction, plus importante des gènes induits 

en réponse à l'auxine, est à mettre en opposition avec une amélioration du transport polaire 

de l' auxine qui caractériserait une baisse de l' accumulation de l'auxine dans les cellules. 

Suivant ce modèle, une accumulation d'auxine, due à une déficience dans son transport 

polaire, conduirait à une inhibition de croissance racinaire via une activation trop importante 

de la signalisation de l' auxine. 

2.5 L'éthylène 

L' hormone gazeuse éthylène est un hydrocarbure oléfine produit par toutes les plantes. 

Malgré sa structure chimique simple, elle orchestre une myriade de fonctions complexes . 

L ' éthylène contrôle des processus aussi divers que fa germination, le développement des 

racines secondaires, la nodulation des racines, la sénescence des fruits (incluant le 

pourrissement), la croissance différentielle des cellules, l' abscission, la réponse aux stress et 

· la résistance aux pathogènes nécrotrophiques. Il est connu que l' éthylène est efficace pour 

induire des réponses à des concentrations nanomolaires et que ces réponses ne prennent que 

quelques minutes pour être induites. En raison de cet important potentiel pour la 

signalisation, la production de cette hormone est régulée de manière très précise, contrôlée en 

parallèle par des signaux de développement et des réponses aux stimuli environnementaux 

(Davies, 2004). 

2.5.1 Régulation des gènes de synthèse de l'éthylène 

L'éthylène est essentiel pour le développement normal des plantes, leur croissance et 

leur survie. Cette hormone intervient dans signalisation sous-jacente à la germination des 

graines, au développement des fleurs et des fruits, dans l'induction de certains mécanismes de 

défense et en interaction avec de nombreuses hormones végétales. 
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L'éthylène est produit dans la plupart des tissus végétaux (Yang et Hoffman, 1984). Sa 

biosynthèse commence à partir de la S-adénosylméthionine (SAM), le précurseur ubiquiste 

des méthylations dans de nombreuses autres voies métaboliques, ce qui permet d'expliquer 

qu'elle soit retrouvée en abondance dans les tissus végétaux. L'ACC synthase (ACS) convertit 

la SAM en 1-aminocyclopropane-1-carboxylique acide (ACC) et 5-méthylthioadénosine 

(MTA). Il a été suggéré que cette étape serait limitante pour la biosynthèse de l'éthylène 

(Yang et Hoffman, 1984). L'ACC synthase est codée par une famille multigénique et la 

transcription des différentes formes est induite par différentes conditions environnementales 

ou physiologiques (Theologis, 1992). Chez la tomate, 9 isoformes ont été identifiées (Vogel 

et al., 1998). 

L'étape suivante est la conversion de l'ACC en éthylène par l'ACC oxydase, enzyme 

présente dans la plupart des tissus en faible quantité. Comme pour l'ACC synthase, plusieurs 

isoformes d'ACC oxydase ont été identifiées et sont constitutives dans la plupart des tissus 

même si une induction a pu être parfois identifiée (revue dans Davies, 2004). 

2.5.2 Transduction du signal de l'éthylène 

Le décryptage des étapes impliquées dans la perception de l'éthylène et la transduction 

du signal a évolué très rapidement et a mené à une vision de plus en plus intégrée chez 

Arabidopsis (Guo et Ecker, 2004 ; Fig. 2.7). 

Chez Arabidopsis, l'éthylène peut être perçue par 5 récepteurs regroupés en 2 types. 

ETR 1 et ERS 1 (Type 1) possèdent un domaine histidine kinase fonctionnel tandis que pour 

ETR2, ERS2 et EIN4 (Type 2) ce domaine n'est pas fonctionnel. Cependant ce domaine ne 

semble pas requis pour la transmission du signal (Wang et al., 2003). L'activité histidine 

kinase est probablement conservée pour d'autres fonctions impliquées dans la localisation et 

· la stabilité de la protéine ou dans une régulation plus fine du signal. Le domaine histidine 

kinase dégénéré des récepteurs de type 2 se comporte probablement en tant que ser/thr 

kinases comme cela a pu être observé chez le tabac (Xie et al., 2003). 
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Figure 2.7 : Modèle pour la voie de transduction du signal de l'éthylène et la régulation de 
l'expression des gènes. 
L'éthylène bloque par fixation l'interaction d'une famille de ER-associated-receptors (ETR) 
et CTRl qui est un répresseur de la signalisation. Un modèle de MAPK, composé par 
SIMKK et SIMK est proposé pour agir en aval de CTRI. Cependant les mécanismes 
biochimiques impliquant cette voie MAPK sont encore obscurs. Étant donné que beaucoup 
de stimuli biotiques ou abiotiques activent la voie SIMKK/SIMK, il semble que leur 
activation soit dépendante de la fonction des récepteurs et de CTRl . Les éléments en aval de 
la signalisation de l'éthylène sont représentés par plusiems régulateurs positifs (ElN2, EINS, 
EIN6 ainsi que les facteurs de transcriptions EIN3 et EILl). La quantité de protéine EIN3 est 
contrôlée par l'éthylène, possiblement via le complexe protéasomique (Ub/26S). La première 
voie de signalisation de l'éthylène (indiquée en jaune) est nécessaire pour toutes les réponses 
connues à l'éthylène et sont dépendantes du niveau protéique des EIN3/EIL 1. Plusieurs 
facteurs de transcription sont connus pour être des cibles directes de EIN3/EIL1, qui peuvent 
se lier à un élément de réponse primaire de réthylène (PERE) sur les promoteurs des gènes 
répondant à l'éthylène (EREBP). ERFl (un gène EREBP) est également impliqué dans la 
régulation de gènes induits par l'acide jasmonique. Des EREBP peuvent agir de manière à 
intégrer les signaux de l'éthylène et/ou d'autres hormones. De nombreuses protéines EREBP 
sont connues pour réguler l'expression des gènes via uue interaction par des éléments en cis 
appelé GCC-BOX, qui est retrouvé pour de nombreux gènes induits par l'éthylène tel que 
PDFJ.2 et HOOKLESSJ (HLSJ). Les flèches et les traits barrés représentent des inductions et 
des répressions respectivement. Lorsque deux éléments sont liés par une ligne, ces deux 
éléments sont en interaction directe (Guo et Ecker, 2004). 
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Les composés phosphorylables intervenant en aval des récepteurs à activité ser/thr sont à 

l'heure actuelle inconnus. Il est supposé qu'ils interviennent dans la voie de transduction du 

signal, puisque ces récepteurs sont fonctionnels (Xie et al., 2002 ; Tieman et al., 2000). 

ETR 1 a été récemment localisé sur les membranes du réticulum endoplasmique (Chen 

et al., 2002). En absence d'éthylène les récepteurs sont liés à une protéine CTRl (Constitutive 

Triple Response 1 ). CTR 1 est composé d'un domaine N-terminal de fonction inconnue mais 

qui est nécessaire à l'interaction avec le récepteur (Huang et al., 2003 ). Le domaine C 

terminal est homologue aux MAPKKK Ralf. Bien que non requis pour interagir avec CTRl, 

les domaines histidine kinase des récepteurs de type 1 ont une meilleure affinité avec CTRl 

que les domaines ser/thr kinase des récepteurs de type 2 (Gao et al., 2003). Chez les mutants 

dont la fonction CTRl est perdue, une activation constitutive de la réponse à l'éthylène est 

observée. CRTl exercerait donc un contrôle négatif lorsqu'il est lié au récepteur et serait 

inactif quand il en est dissocié (Kieber et al., 1993 ; Huang et al., 2003). L'activité kinase de 

CTRl a été identifiée récemment (Huang et al., 2003) et une cascade de MAP-Kinase a été 

décrite comme étant impliquée dans la réponse à l'éthylène en aval de CTRl ; une MAPKK 

(SIMKK) active une MAPK (MAPK6), toutes deux sont induites par l'éthylène (Ouaked et 

al., 2003). Le lien entre SIMKK et CTRl reste cependant à démontrer de façon formelle. Ces 

derniers auteurs ont proposé cette hypothèse en observant le même phénotype en 

surexprimant SIMKK et en supprimant CTRl. SIMKKK pourrait être activé via le récepteur 

ETRl en absence de CTRl. 

Le rôle de la protéine potentiellement suivante dans la cascade de transduction du 

signal, EIN2 est à l'heure actuelle obscur. Les données de génétique indiquent que CTRl 

serait un régulateur négatif de l'induction de EIN2 et des facteurs de transcription de type 

EIN3/EIL (Roman et al., 1995). EIN2 agirait sur une série de facteurs de transcription, EIN3 

et la famille EILl (Solana et al., 1998). Cependant aucun gène EIN3/EIL1 identifié n'a été 

observé comme étant régulé au niveau du transcriptome par l'éthylène, et EIN3/EIL 1 doit 

. subir des modifications post-traductionnelles par protéolyse via 2 protéines F-box (EBFI et 

EBF2) (Guo et Ecker, 2003 ; Yanagisawa et al., 2003). 
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2.5.3 L'auxine et l'éthylène 

Les interactions entre les deux hormones sont étudiées depuis longtemps et plusieurs 

corrélations étaient _déjà connues il y a 35 ans. Kang et al. (1971) avait déjà montré 

l' induction de l'éthylène par l'application d'auxine exogène sur les pointes de racines. Les 

expériences de Yoshii et Imaseki (1981) ont montré que l' auxine augmentait l'activité 

enzymatique ACS et la quantité d'ACC. Cependant l'action de l'auxine et même l' inhibition 

de croissance des racines par l'auxine ont pu être identifiée indépendamment de l' influence 

de l' éthylène en utilisant des inhibiteurs de la synthèse de l'éthylène (Eliasson et al., 1989). 

Plus récemment, le criblage génétique pour des mutants possédant des réponses 

aberrantes à l' application d' éthylène a permis d'identifier des mutations sur des gènes 

impliqués dans la signalisation de l' auxine. Le premier découvert est le mutant hooklessl 

(hlsl) (Guzman et Ecker, 1990). Les mutants hlsl ne répondent plus par une croissance 

altérée dans la zone apicale de l'hypocotyle lorsqu'ils sont exposés à l'éthylène: ces plantes 

ne forment pas de crochet apical en présence d' éthylène. Ces mutants montrent également un 

élargissement anormal des cellules de l'hypocotyle et dans les cotylédons. Cette perte peut 

être copiée phénotypiquement lorsque les plantules sont traités avec de l' auxine ou des 

inhibiteurs du transport de l'auxine, suggérant des relations croisées entre la signalisation de 

l' auxine et celle de l' éthylène (Stepanova et Ecker, 2000). D'autres mutants qui agissent dans 

des tissues spécifiques et qui sont impliqués dans la signalisation de l' auxine tels que les trois 

mutants a,xrl-3, auxl- 7, eirl-1 possèdent tous les trois une insensibilité à l'éthylène dans les 

racines (Alonso et Ecker, 2001 ). 

D ' une manière plus générale, les voies d'induction et de signalisation de l'auxine et de 

l'éthylène sont complexes et peuvent utiliser des voies communes ou indépendantes l'une de 

l' autre pour de nombreux stimuli. Cependant, l'AI n'a pas encore été caractérisé à l' aide de 

mutants afin de distinguer les différences possibles dans les voies associées aux réponses 

toxiques causées par cet élément. 
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2.6 Synthèse et objectifs de recherche 

2.6.1 Synthèse 

Il a été démontré que J'AI bloque le transport de l'auxine et provoque une 

accumulation de cette hormone dans les pointes de racines (Hasenstein et Evans, 1988; 

Kollmeier et al. , 2000). D'autre part, l' inhibition de croissance causée par l' accumulation 

d' auxine est souvent associée à l' action conjointe ou induite de l' éthylène. Ces mécanismes 

intervenant dans la croissance ont été mis en évidence à plusieurs reprises à l' aide de 

différents mutants chez Arabidopsis. La mutation conférant une résistance à l'une des 

hormones a été souvent associée à une résistance pour l' autre hormone (Rahman et al., 2001 ; 

Alonso et Ecker, 2001 ). Dans les racines, la production de ROS a déjà été corrélée avec 

l' inhibition de croissance provoquée par l' auxine (Joo et al. , 2001) ou l'éthylène (Lee et Lin, 

1996) dans les racines. 

Plusieurs gènes induits par l 'Al ont été associées à une réponse aux pathogènes ou au 

stress oxydatif (Hamel et al., 1998; Richards et al. , 1998) mais sans montrer de différence 

d' expression entre les cultivars sensibles et tolérants pour des ICR comparables. Cependant, 

les voies d' action de l' auxine et de l'éthylène peuvent converger vers une interaction et une 

réponse çommune (Stepanova et Ecker, 2000). Leur mode de transport et de signalisation 

sont toutefois très différents (voir 2. État des connaissances). 

2.6.2 Hypothèses 

L'accumulation d' auxine dans les pointes de racines provoquée par la toxicité de 

l' aluminium pourrait activer l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la synthèse et la 

signalisation de l'éthylène et de l'auxine. 
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D'autre part, l' inhibition du transport de l' auxine par !' Al provoque l'accumulation 

d'auxine dans la zone d'élongation racinaire (Hasenstein et Evans, 1988; Kollmeier et al., 

2000), et pourrait être responsable de l'inhibition de croissance. 

2.6.3 Objectifs 

Le métabolisme de l' auxine et de l'éthylène pourrait être perturbé par J'AI et mener à 

l'arrêt de la croissance des racines. Afin d'évaluer les impacts de I 'Al sur la synthèse 

d'auxine, nous avons évalué l' expression des deux gènes principaux impliqués dans la 

synthèse d'éthylène soit l'ACC synthase (Acs) et l'ACC oxydase (Aco) . On a tout d'abord 

réalisé des test de qRT-PCR sur les gènes impliqués dans la synthèse de l' éthylène Acs et Aco 

à partir des pointes de racines des cultivars de blé sensible (Bounty) et tolérant (Atlas) 

exposées à différentes concentration d' Al. Les séquences disponibles dans les banques 

d'EST's ont été utilisées pour dessiner les amorces. 

En second lieu, nous avons analysé les profils d'expression des séquences provenants 

d' une puce à ADN et identifié les séquences impliquées dans les réponses moléculaires à 

l' auxine et l' éthylène. Nous avons effectué des tests de qRT-PCR sur les séquences 

sélectionnées afin de confirmer leur profil d'expression dans les pointes de racines des 

cultivars de blé sensible et tolérant exposés à différentes concentrations d'aluminium. 

Des mutants résistants à l'auxine aw:1-7, eirl-1 , tirl-1 et axrl-3 ont été utilisés pour 

vérifier si l'arrêt de croissance causé par I' Al pouvait être dû à une accumulation d'auxine ou 

d'éthylène. Nous avons donc combiné les approches méthodologiques de Larsen et al. (1996) 

et le protocole de mesure de pointes de racines sur Pétri (Weigel et al., 2002), pour élaborer 

ce nouveau modèle de mesure. 



3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 

3.1 Aspects physiologiques 

3.1.1 Matériel végétal et conditions de croissance : 

Les cultivars de blé Triticum aestivum L. cv. Atlas66 (tolérant à l' Al) et Triticum 

aestivum L. cv. Bounty (sensible à J'AI) sont utilisés pour leur réponse à J'AI. Les grains de 

blé de ces cultivars sont semés dans de la vermiculite maintenue saturée en eau distillée. La 

croissance des plantules est effectuée sous un éclairage artificiel . (25 µmol.m-2.s-1
) 

ininterrompu et une température constante de 23°C pour une période de 72 à 96 heures. 

Avant l' exposition, les plantules de blé sont lavés dans une solution de CaCh lmM (pH 

6.5) afin d ' en retirer le 'maximum de vermiculite. Ensuite la totalité des racines sont 

transférées dans la solution d 'Al appropriée contenant de 0 à 250 µM d 'Al, I mM Ca Ch (pH 

4.15 ajusté avec du HCl lM). Les mêmes. conditions de croissance (lumière et température), 

que celles utilisées pour les semences, sont utilisées. 

Les grains des variétés d'Arabidopsis thaliana mutants auxl- 7, eirl , axrl-3, tirl-1 et le 

témoin sauvage col-0 ont été retenus pour effectuer des mesures de croissance racinaire lors 

d ' exposition à I' Al. Ils ont tous des mutations pour des gènes qui sont soit impliqués dans le 

transport de l' auxine (AUXI et PIN2) ou dans la signalisation de l' auxine (AXRl et TJRl). 

Ils poss~dent presque tous (à l'exception de tirl.l) une résistance plus grande en comparaison 

du type sauvage face à l'éthylène et sont résistants à l' auxine et/ou possèdent un 

comportement gravitropique altéré (Tableau 3 .1 ). 

Les grains d'Arabidopsis sont lavés et stérilisés dans de l'alcool 100 % pendant 5 min, 

lavés dans une solution contenant 2.65 % d'hypochlorite de sodium (stock à 5.3 %) et 0.05 % 

[v/v] de Tween20 pendant 30 min, et enfin rincées 3-4 fois dans de l' eau distillée stérile. 
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Tableau 3.1 : Description des mutants d'Arabidopsis utilisés. 
Les mutants sont rattachés à leur propriétés physiologique (résistance à l'auxine et à 
l'éthylène, gravitropisme) et au gène altéré. 

auxl-7 OUI OUI AUXI OUI 

eirl.l NON OUI PIN2 OUI 

tirl.l OUI TIRJ OUI 

axrl.3 OUI OUI AXRJ NON 

Les grains stérilisés sont étalés par 20-30 sur Pétri circulaire (150 x 25mm) contenant 

0.8 % d'agar (sans phosphate) 2 mM KNO3, 0.2 mM KH2PO4, 2 mM MgSO4, 0.25 mM, 

(NH4)2SO4, l mM Ca(NO3)2, 1 mM CaSO4, 1 mM K2SO4, 1 µM MnSO4, 5 µM H2BO3, 0.05 

µM CuSO4, 0.2 µM ZnSO4, 0.02 µM NaMoO4, 0.1 µM CaC'2, 0.001 µM CoC'2, et 1 % 

saccharose. Lès milieux sont préalablement conditionnés pendant 2 jours dans une solution 

contenant les mêmes composants à l'exception de 0.1 mM KH2PO4, 1. 1 mM K2SO4 et O à 

400 µM d 'Al (Larsen et al., 1996). Les concentrations finales d' Al sont considérées la moitié 

des concentrations utilisées pour les solutions de trempage qui est d'un volume équivalent à 

celui de la gélose. 

Les grains sont ensuite stratifiés sur les milieux d'exposition à 4°C et à l'obscurité 

pendant 4 jours afin de synchroniser la germination, puis les Pétri sont mis en chambre de 

culture in vitro suivant une inclination de 45° à une température de 20°C et un cycle jour/nuit 

de 16 h/8 h pendant 6 jours sous une intensité lumineuse de 50 µmol.m-2.s-1• 



35 

3.1.2 Relevé des mesures 

Pour Triticum aestivum, l'inhibition de la croissance des racines est évaluée en 

comparant l'allongement moyen des racines traitées avec celui du groupe témoin et exprimée 

en ICR (Inhibition de la Croissance Racinaire). L'ICR est exprimée en pourcentage selon la 

formule suivante: ICR = 100 x [l - (croissance des plants traités / croissance des plants 

témoins)]. 

Pour les plantules d'Arabidopsis, les relevés de mesures de racines sont effectués par 

prises de photo à 4 jours et 6 jours d'exposition des Pétri dans les salles de croissance in 

vitro. La dimension, l'orientation et le contraste de la photo prise au jour 4 sont ensuite 

modifiés à l'aide du logiciel photoshop6.0 afin de superposer la photo au jour 4 à celle du 

jour 6 pour chaque Pétri et de pouvoir prendre la mesure de la croissance de chaque plantule 

pour les 2 jours de croissance additionnelle (Fig. 3 .1 ). À l'aide du logiciel ImageJ, qui permet 

de mesurer la longueur des racines malgré les incurvation (Fig. 3.1), on a pu mesurer les 

racines des différentes lignées d'Arabidopsis pour des expositions à des concentrations 

variables d' Al. Les mesures ont été effectuées sur 20 à 30 plantules pour chaque mutant et 

chaque concentration d' Al testée. Les expériences ont été répétées 6 fois pour les analyses 

statistiques. 

Les mesures de graines n'ayant pas germé ou n'ayant pas suivi la surface de la gélose 

ont été éliminées des données. Les données finales ont été normalisées et analysées par 

Anova à l' aide du logiciel GraphPad lnStat 3 afin de déterminer les corrélations entre les 

différents mutants et entre les différentes concentrations d' Al auxquelles les plantules ont' été 

exposées. 
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1 

Mean Min Max Angle Length 
180.531 70.045 254.656 0 355.398 

Figure 3.1 : Modèle de photo modifiée pour la mesure des croissances racinaires chez 
Arabidopsis. 
La partie (1) représente la superposition des photos au jour 4 et au jour 6. La photo au jour 4 
dont le contraste est inversé (en noir) est alignée sur la photo au jour 6. 
La partie (2) montre un agrandissement de deux plantules encadré dans (1). Le plantule au 
jour 4 contrasté est indiqué par une flèche rouge (A), tandis que le plantule au jour 6, non-
contrasté est indiqué par (B) . 
La prise de mesure sur la racine du jour 6 à partir de l'extrémité de la racine est indiqué par 
des points (2) qui cumulent plusieurs segments pour mesurer la croissance de la racine entre 
le jour 4 et le jour 6. La calibration de la mesure est effectué à l'aide du quadrillage présent 
sur les Pétri (1 carré = 2 cm) (cadre bleu titré Results) (3). 
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3.2 Biologie moléculaire 

3.2.1 Extraction d' ARN chêz le blé 

Les pointes de racmes (5-l0mm) de blé ont été coupées après une exposition à 

différentes concentrations d ' Al et gelées sur de la glace sèche. Les pointes ont été broyées 

dans l'azote liquide et l'ARN total a ensuite été isolé en utilisant le Qiagen RNeasy Plant 

Mini Kit avec l'étape optionnelle de traitement à la RNase-Free DNase Set (cat. no. 79254; 

Qiagen, Canada). 

La qualité des ARN a été testée sur gel d' agarose et la réponse physiologique des séries 

d ' ARN extraites a été validée avec le gène associé au stress warl3.2 (oxalate 

oxydase « Oxo »; Hamelet al. 1998) par PCR en temps réel. 

3.2.2 Transcription inverse et quantité d' ADNc théorique 

Trois µg d'ARN et 1 µg d'amorce « random hexamer » sont dénaturés à 65 °C pendant 

10 min et immédiatement refroidis sur glace. Le premier brin d'ADNc est synthétisé dans un 

mélange réactionnel de 20 µl contenant du DIT 5 mM, dNTPs 0.5 mM, 50 U Superscript™ 

II RT (Invitrogen, Canada) et du tampon RT Buffer 1 X à 42 °C pendant 1 h. La réaction est 

arrêtée par dénaturation de l'enzyme à 70 °C pendant 15 min puis refroidie sur de la glace. 

Enfin les traces d' ARN sont éliminées par un traitement avec 1 U de RNase H (Invitrogen) de 

20 min à 37°C. 

Dans le reste du mémoire la quantité d' ADNc théorique est considérée comme étant la 

rétro-transcription de 100 % des ARN. À chaque fois que l'on parle de quantité d'ADNc, 

c ' est par rapport à la quantité d' ARN qui a été utilisée initialement. 
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3.2.3 PCR en temps réel 

3.2.3.1 Principe et modèk analytique 

La PCR en temps réel (qRT-PCR) est basée sur les propriétés cinétiques de la réaction 

PCR. La quantification de la réaction PCR est obtenue à chaque cycle grâce au réactif SYBR 

GREEN, un agent qui fluoresce en s'intercalant dans les doubles brins de l'ADNc synthétisé 

(Fig. 3.2). 

11 11111 111 11 11 f 
Denature 

1 1 1· 1 1 11 1 1 1 i 1 1 1 JJlHL..lJJ..L._JJ..lll__J..lJJ..L.JJJJ.L 

1 ! Il 1 1 111 1 1111 J Anneal 

Extend 

Figure 3.2 : Modèle explicatif de la fluorescence du SYBR GREEN. 
Les molécules de SYBR GREEN ne fluorescent pas (losange noir) lorsqu'elles ne sont pas 
intégrées dans les doubles brins d' ADNc 

À partir de chaque échantillon, un seuil est déterminé. Le cycle du seuil « cycle 

Threshold » (CT) correspond à l' intersection du seuil et de la courbe d' amplification PCR. 

Cette intersection est choisie pour couper la courbe au début de sa phase exponentielle. 

D 'autre part, La molécule fluorescente ROX présente dans le mélange de réaction n'est pas 

affectée par la réaction d'amplification et permet de normaliser le signal de fluorescence de 

SYBR (Fig. 3.3). 
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Figure 3.3: Courbe d'amplification typique de PCR. 
(A) La courbe est segmentée par des pointillés montrant les 3 phases (exponentielle, linéaire 
et plateau). (B) Dans le PCR en temps réel, la courbe d'amplification est caractérisée par le 
seuil (threshold) et le cycle du seuil CT. Pour les figw·es A et B, le nombre de cycle est 
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représenté en abscisse et le mveau de fluorescence (ou quantité d ' ADN amplifié) en 
ordonnée. 

Durant la phase exponentielle, l' équation de l' amplification PCR est : 

Xn = X0 x (l+EX)" (1) 

Où : 

Xn est le nombre de fragment d' ADNc du gène cible au cycle n 

X0 est le nombre initial de fragment d ' ADNc du gène cible 

EX est l'efficacité d 'amplification de fragment d 'ADNc du gène cible. 

Dans le cas d 'une efficacité de 100 % (EX= 1), l'équation (1) nous donne: 

Xn = X0 x 2° 

Cette équation montre que le nombre de produits PCR double à chaque cycle durant la phase 

exponentielle lorsque la PCR a une efficacité de 100 %. 

La droite standard est relative quand elle est réalisée avec un mélange d ' ADNc dans la 

concentration initiale d' ARN spécifique est inconnue. La concentration maximale est ainsi 

considérée égale à 1. Cependant c'est la manière la plus commune de réaliser les courbes 

standard, à noter que l'utilisation de la transformation par le log2 à la piace du log l 0 donnera 

une pente de 1 pour les calculs ultérieurs (Fig. 3.4B). 
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Figure 3.4 : Cow-be de dilution et sa droite dérivée pour une série de dilution par 2. 
(A) Chaque dilution de 2 est représentée par W1 décalage de 1 cycle de la courbe. Le nombre 
de cycle et le niveau de fluorescence (quantité d'ADN amplifié) est représenté en abscisse et 
en ordonnée respectivement. (B) La dérivation de la courbe donne une droite ayant en 
ordonnée Je Ct de chaque courbe d'amplification et en abscisse le Log10 de la concentration 
Co utilisée pour les amplifications. 
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3.2.3.2 Protocole pour la transcription inverse et les courbes de 

dilutions 

L'amplification PCR a été réalisée suivant le protocole du guide de SYBR® Green RT-

PCR (Applied Biosystem). Les expériences de PCR en temps réel ont été réalisées avec 100 

ng d'ARN total rétro transcrit (Section 3.2.2), 12.5 µL de SYBR Mix (lnvitrogen), 1.5 

pmoles d'un mélange 50:50 d'amorces sens et anti-sens dans un volume final de 25 µL. 

Tableau 3.2 : Composition du milieu réactionnel utilisé pour le qRT-PCR. 
Dans ce tableau, la quantité d' ADNc est représentative de la quantité d' ARN utilisée lors de 
la RT pour synthétiser l'ADNc. P5 ' représente l' amorce sens tandis que P3 ' représente 
l'amorce anti-sens. 

Composant . Quantité pour un 

échantillon 

ADNc JO ng. µL- 10 µL 

SYBRMIX2X 12._5 µL 

P5 ' 10 µM 0.75 µL 

P3 ' 10 µM 0.75 µL 

H20 1 µL 

Des amorces spécifiques d'ARN ribosomique 18S ont été utilisées comme contrôle 

endogène et les amorces pour les gènes ciblés ont été dessinées à l'aide d'outils bio-

informatiques (voir Tableau 3.3 et section 3.3.2.2 Dessin des amorces). La PCR quantitative a 

été réalisée avec le Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG with ROX (Cat no. 

11744~500; Invitrogen, Canada) et en utilisant l'appareil AB/ PR/SM® 7000 Sequence 

Detection System pour la mesure et le logiciel AB/ P RJSM® 1oqo Sequence Detection System 

software pour la quantification . Pour chaque paire d'amorces, une dilution en série est 

effectuée pour déterminer leur efficacité. Les niveaux d'expression relatifs des transcrits sont 

calculés et normalisés par comparaison à l'abondance des ARN ribosomiques 18S. Chaque 
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réaction est effectuée en quadruplicata et la spécificité du produit de l'amplification est 

vérifiée par courbe de dissociation. 

3.3 Analyses bio-informatiques et statistiques 

3.3.1 Test ANOV A 

Toutes les données générées par la mesure de la croissance des racines d'Arabidopsis et 

les données obtenues par la puce à ADN ont été analysées par la méthode statistique ANOV A 

(Fisher, 1954). Ces analyses ont permis de déterminer, entre 2 conditions (conditions 

d'exposition ou variété), les gènes dont le niveau d'expression est significativement différent 

(dans le cas de la puce à ADN) et les différences de sensibilités à l' Al chez les différentes 

lignées d'Arabidopsis. Cette méthode statistique a également été utilisée pour déterminer les 

différences significatives dans les test de qRT-PCR. Cette analyse a été réalisée avec le 

logiciel Graph Instat3 à partir des données nonnalisées. 

3.l.2 Bio-informatique 

3.3.2.1 BLAST et alignement de séquences 

Le Basic Local alignment seach Tool (BLAST) (AltschuJ et al., 1990) a permis 

l'identification de séquences homologues chez le blé à celles déjà identifiées et parfois 

caractérisées chez d'autres espèces. Dans cette étude on a utilisé deux types de BLAST: le 

BLASTn qui permet d'identifier des séquences d'ADN homologues à d'autre séquences 

d'ADN et le tBASTn qui utilise des séquences protéiques c.onnues pour identifier les 

séquences d'ADN dont la traduction en séquence protéique est homologue. Ces BLAST ont 

été réalisés dans les bases de données «Expressed sequence Tag» (EST) dans NCBI 

(v.w\\ .ncbi.nlm.nih.gov) et TIGR Qtttp://tigrblast.tigr.org/tgi/) Les alignements de séquences 
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protéiques et nucléiques (obtenues par les BLAST), ont été réalisés par le logiciel MultiAlin 

(Corpet, 1988) (http://bioinfo.genopole-touJouse.prd.fr/multalin/multaJin.html). 

3.3.2.2 Dessin des amorces 

Les amorces ont été dessinées en utilisant les logiciels Primer3 (Rozen et Skaletsky, 

2000) (http://waddle1ab3.life.smu.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) et PCR en temps 

réel Primer Design (https://www.genscript.com/ss]-bin/applprimer) (GenScritp®) disponible 

gratuitement sur Internet en respectant les critères spécifiques des amorces pour l'utilisation 

du PCR en temps réel. 

La spécificité et la taille des séquences amplifiées ont été vérifiées sur gel d'agarose. 

L'efficacité des amorces a ensuite été déterminée afin de validér les amorces. Les amorces 

ont été définies en imposant les critères suivants (Tableau 3.3): 

- température de dissociation 60°C ±3 ; 

- longueur de l'amorce de 20 b ±4; 

- tail1e de l'amplicon de 65 à 200 pb ; 

- pourcentage de GC inférieur à 65 %. 
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Tableau 3.3 Liste des amorces utilisées avec leurs séquences et le nom des gènes ciblés pour 
le qRT-PCR. 
Chaque paire d'amorces dessinée est associée au gène ciblé, à l'annotation utilisée dans ce 
erojet et à ces séguences nucléotidigues. 
Annotation Nom du gène Nom des amorces Séquences 5'-3' . 

ciblé 
18S 18S 18S.F3 ATGCCTAGTAAGCQCGAGTCA 

T 
18S.R3 ACGGGCGGTGTGTACAAAG 

Oxo Oxalate Oxo 86RL 64FU TTTCTCCTCGCCGTGCTTCT - -oxydase Oxo 86RL GAGGGCTAGGATCATAGGCA 
GTG 

ACS ACC ACCs 547RL 455FU GGTGGAAGGCCAGGTTTGA - -Synthase ACCs 547RL CGAATCCTGGGTAGTAAGGC 
GTG 

ACO ACC ACCo 8 l 6RL 778FU GCCTGTAGTCGTCGTCGAGGT - -
Oxydase ACCo 816RL AAACTGGGAGAGCACCTTCTT 

CGTG 
GENl EFE GENl .L ÇTGGTGCATAGGGTTGTGAC 

Dioxygénase GENl.R CGTGCAGGTCTCTTGTCATC 
GENI.A.L CAGACCTGGTGGATGACAAG 
GENl.A.R TGTCCCTGTGGCATAAGTGT 

GEN2 EFE GEN2.L AGCTCGAGGGCAAGAAGAC 
Di oxygénase GEN2.R CAATCCTGTACACAAACGCA 

GEN2.A.L GTACAGCCGGCACTACGTC 
GEN2.A.R TGGCGGTCTAGTTGATCTTG 

GEN3 EFE GEN3.L ACCAACGGCAGGTACAAGA 
Di oxygénase GEN3.R GACTAGCTCCGGCAGTGG 

GEN3.A.L GCGGATGAACTTCTACCCA 
GEN3 .A.R TCTTGTACCTGCCGTTGGT 

EREBP EREBP EREBP.L CTTTGGCGACGATGACTGT 
EREBP.R GCGAGATCATCAACAAGGTG 

SAM SAM SAM.L TCATCGTTCCTGCCAAATAA 
Décarboxylase SAM.R AGCATTGGCGACAGACATAA 

SAM.A.L GAGATGGTGTCCTGCTATGG 
SAM.A.R TTATTTGGCAGGAACGATGA 

GEN6 ARF GEN6.L TGGTTTAGCATCAAGGCTGT 
GEN6.R ATAACCCTCACGGCAAATGT 

GEN8 GH3 GEN8.L GGGTCTGGCTAGGTCCATTA 
GEN8.R AGCGCTTATTCTAGCAGGGA 

ABC ABC ABC.L CATCGGGAATCTCAATCTCA 
ABC.R TGGTTGATGACATGCCATATT 
ABC.A.L TCCTAGTTCCTAGACGGTGAA 

GT 
ABC.A.R TGAGATTGAGATTCCCGATG 
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3.3.3 Puce à ADN et analyse des données 

L'hybridation de la puce à ADN a été réalisée par le Centre d'innovation de Génome 

Québec. Les GeneChip®Expression Arrays de blé (Affymetrix) ont tous été hybridés dans 

une seule expérience permettant ainsi l'analyse d'un signal résultant de la moyenne des 

mesures obtenues par les 11-20 paires d'oligonucléotides représentant chaque gène sur la 

puce à ADN. L'analyse de l'ensemble des résultats des puces à ADN a été effectuée après 

normalisation des signaux selon la technique Robust Multi-Array . (RMA) développée par 

Irizzary et al. (2003). Le logiciel qui a permis ces ajustements a été fourni par le Centre 

d'Innovation de Génome Québec. Une différence d'expression de deux fois entre deux 

conditions a été utilisée pour identifier les gènes différentiellement exprimés. Une base de 

données des séquences utilisées pour le dessin de la puce à ADN a également permis 

d'identifier les profils d'expression de certains gènes de blé homologues de gènes d'intérêt 

connus chezArabidopsis. 



4. RÉSULTATS ET DISCUSSION 

4.1 Étude de l'expression des gènes impliqués dans la synthèse de l'éthylène 

Il a été démontré que l 'Al bloque le transport de l'auxine, résultant dans son · 

accumulation dans les pointes de racines (Hasenstein et Evans, 1988; Kollmeier et al., 2000). 

Basé sur ces résultats, nous avons émis l'hypothèse que l'accumulation d'auxine pourrait 

activer l'expression de plusieurs gènes. Par exemple, l 'ACC synthase (Acs ), un des gènes 

majeurs impliqués dans la synthèse de l'éthylène a montré une induction après l'application 

d'auxine exogène sur des pointes de racines d'Arabidopsis (Abel et Theologis, 1996). 

L'implication de l'éthylène dans l'induction de la mort cellulaire (He et al., 1996) et les inter-

relations entre l'auxine et l' éthylène ont permis de suggérer un lien possible avec l'induction 

de la mort cellulaire par l' Al dans les pointes de racines de cultivars sensible et tolérant de blé 

(Delisle et al., 2001). Il apparaît donc intéressant de déterminer s' il y a une induction de la 

synthèse d'éthylène dans les pointes de racines de blé exposées à l' Al. Il est par contre 

impossible de mesurer directement la production d'éthylène dans les pointes de racines de la 

plante utilisée à cause de la nature volatile de cette hormone et de la possibilité de production 

de l'éthylène par plusieurs autres parties de la plante. C'est pourquoi on a établi le profil 

d'expression des gènes impliqués dans la synthèse de l'éthylène dans les pointes de racines 

chez un cultivar sensible et un cultivar tolérant par qRT-PCR. 

Dans un premier temps, il a fallu identifier un nouvej;tu cultivar de blé sensible à l' Al 

pour des raisons de renouvellement de variété. Ensuite on a établi une procédure de dessin 

d'amorces PCR pour un gène contrôle positif en réponse à 1 'Al ( Oxo) et pour lès gènes Acs et 

Aco impliqués dans la synthèse de l'éthylène. Enfin, on a établi le profil d'expression des Acs 

et Aco en utilisant des ARN extraits des pointes de racines de cultivar de blé sensible et 

tolérant exposés à l' Al. Les amorces pour un gène contrôle de réponse à l' Al ont été utilisées 

pour vérifier l'impact au niveau moléculaire de J'AI et améliorer la standardisation des 

expériences pour le qRT-PCR. Chaque série de pointes de racines a été extraite en triplicatat 
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après avoir contrôlé l'ICR (50 %) des cultivars sensibles et tolérants pour des expositions à 5 

µMet 50 µMd' Al respectivement pour des temps d'expositions de 6 h et 24 h. 

4.1.1 Choix d'un nouveau cultivar sensible 

Par le passé des profils d'expression ont été identifiés pour des gènes induits par 1 'Al 

dans les pointes de racines de cultivars de blé sensibles (Century et Fundy) et tolérant 

(Atlas66) à l 'Al (Delisle et al., 2001; Maltais et Houde, 2002). Ces expériences ont été basées 

en contrôlant l'effet de I 'Al sur la différence de croissance des racines exposées à I' Al entre 

les cultivars sensibles et tolérants. Cependant les cultivars disponibles commercialement 

varient selon les besoins du marché et nous devons régulièrement sélectionner de nouveaux 

cultivars sensibles à J'AI. Avant d'avoir écoulé entièrement les grains du cultivar Fundy, nous 

avons donc examiné 6 nouveaux cultivars en utilisant les cultivars Atlas66 et Fundy comme 

référence (Tableau 4.1 ). 

Le cultivar Fundy a montré une grande variabilité dans les tests d'ICR ainsi qu'un très 

faible taux de germination car les grains disponibles atteignaient. leurs dates de péremption. 

Le cultivar Bounty a montré une ICR de SS% et 80 % après l'exposition à 5 et 50 µM d'Al, 

respectivement. Les cultivars Fundulea et Maxine ont montré une plus faible sensibilité avec 

une ICR à 35 % et 40 % après exposition à 5 µM d' Al et une ICR de 75 et 74 % après 

exposition à 50 µM d' Al, respectivement. Les cultivars Platinum et Quantum ont montré une 

sensibilité intermédiaire ( entre sensible et tolérant) avec une ICR entre 29 et 26 % pour une 

exposition à 5 µM et une ICR de SS % pour une exposition à 50 µM d' AL Enfin le cultivar 

Clair a montré des ICR similaires à celles du cultivar tolérant Atlas66 aux expositions à 5 et 

50 µM (Tableau 4.1 ). 
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Tableau 4.1 : Inhibition de croissance de nouveaux cultivars de plantes. 
· Les cultivars Atlas66, Bounty, Fundy, Clair, Fundulea, Maxine, Platinum et Quantum sont 

présentés avec le pourcentage d' inhibition de croissance pour des expositions à 5 µM et 50 
M d 'Al (n=30). 

Atlas66 7±12 57±11 

Bounty 55±4 80±15 

Fundy 50±20 68±28 

Clair 13±12 56±5 

Fundulea 35±15 75±14 

Maxine 40±12 74±11 

Platinum 29±14 57±13 

Quantum 26±14 57±16 

Nous avons donc sélectionné Bounty car il a la même sensibilité dans les test d' ICR 

que les autres cultivars sensibles (Delisle et al., 2001 ; Hamel et al., 1998; Maltais et Houde, 

2002). Le cultivar Clair a été caractérisé comme un cultivar tolérant à I' Al et pourra être 

utilisé à l ' avenir pour confirmer des résultats obtenus avec notre cultivar tolérant contrôle 

Atlas66 . Dans toutes les expériences qui suivent, les pointes de blé sont extraites de plantules 

exposés dont l'ICR 50 % a été validé à 5 µM pour le cultivar Bounty et à 50 µM pour le 

cultivar Atlas66. 

4.1.2 Validation da la réponse moléculaire d'un gène de stress à I' Al pour le 

PCR en temps réel 

Le gène de l' oxalate oxydase ( Oxo) a été identifié comme un gène de stress répondant à 

1 'Al grâce à la technique de northem (GenBank AF005084; Hamel ei al. , 1998). Ce gène a 
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été choisi comme contrôle de toxicité del' Al au niveau moléculaire car les résultats montrant 

son induction dans les pointes de racines exposées à I' Al ont démontré une grande 

reproductibilité. On a donc choisi de dessiner les amorces pour le gène Oxo pour le qRT-PCR _ 

afin de confirmer l'effet de l' Al sur les séries d'échantillons de pointes de racines extraites. 

Cependant, les résultats de Hamel et al. (1998), obtenus par analyse northern, doivent être 

adaptés aux spécificités du qRT-PCR. En effet le northern fonctionne par hybridation de 

séquence à partir de 80 % d'homologie là ou le qRT-PCR fonctionne avec une grande 

spécificité envers la séquence ciblée (Gachon et al., 2004). C'est pourquoi nous avons 

dessiné des amorces dans une zone conservée entre les séquences possédant une forte 

homologies avec Oxo. On a donc effectué un BLASTn dans la base de donnée TIGR pour 

obtenir plusieurs contigs présentant de fortes homologies de séquence avec Oxo. 

L'alignement des séquences a permis de déterminer les polymorphismes dans les séquences 

d'ADN (Fig. 4.1). 



TC250527 
TC250529 

1 

Figure 4.1 

50 

TC250530 TTTGCCATTA GGGTGGCAAA TTTTGGAGGG GGATTGGGCG GGCCTTTTGT 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO . R 
OXO.F 

Consensus 

TC250527 
TC250529 

51 100 

TC250530 ATTAACCCAC CCTGCGAAAG GGGAATGTCT TCAGCCGATT AATTTGGTAA 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO . R 
OXO . F 

Consensus 

TC250527 
TC250529 

101 150 

AT TTAGGTGACC 
TC250530 CGCCAGGTTT TTCCAT TCAC GACGTTTGAA ACGCGGGCCA GTGAATGTTA 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO .R 
OXO .F 

Consensus 

TC250527 
151 200 

TC250529 TCCACAACAA GTTGTAAAAA AAGAGTTCCC ACCGGTC-CG GAATTCCCGG 
TC250530 TTCGACTCAC TTTAGGGCGA ATGGGG-CCG ACGTGGA-TG CTCCGGCCGC 
TC250531 A ACGTGGCATG CTCCGGCCGC 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus 

51 
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201 250 
TC250527 CCACGC GTCCGCA-CA ATGGCCTCCT CTCCCTCCTT 
TC250529 GATATCGTCG ACCCACGCGT -----CCGCA ATGGCTTCCT CTTCCTCATT 
TC250530 CATGGCGCCG GATTAAGCGT GGTCGCGGCC GAGTCTTCTC TTTCCTCATT 
TC250531 CATGCCGCCG GATT----GT GGTCGCGGCC AGGTCTTC-- ----CTCATT 
TC250528 

oxo CCTCCTT 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus . . .. .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ........... 
251 300 

TC250527 -TTTCTCCTC GCCGTGCTTC GCGCTGGT CTCATGGCAG G CACTGCC 
TC250529 TTTCTCCTT GCAGCCCTTC GCGCTGGC CTCATGGCAG G CACTGCC 
TC250530 TTTCTCCTT GCAGCCCTTC GCGCTGGC CTCATGGCAG G CACTGCC 
TC250531 TTTCTCCTC GCCGTGCTTC GCCCTGGC CTCATGGCAG G CACTGCC 
TC250528 

oxo TTTCTCCTC GCCGTGCTTC GCGCTGGT CTCATGGCAG G 
OXO.R CACTGCCT 
OXO.F TTTCTCCTC GCCGTGCTTC T 

Consensus . tttctcctc gccgtgcttc t ......... ........... cactgcc 

301 350 
TC250527 ATGATCCTAG G GACTTCTGCG TCGCCGACAT GAAGTCACCT 
TC250529 TCAG GACTTCTGCA TTGCCGACAT GAAGGCGCCT 
TC250530 TCAG GACTTCTGCA TTGCCGACAT GAAGGCGCCT 
TC250531 TCAA GACTTCTGCA TCGCCGACAT GAAGGCGCCT 
TC250528 GCAA GACTTCTGCG TCGCCGACAT GAAGTCACCT 

oxo GC GACTTCTGCG TCGCCGACAT GAAGTCACCT 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus . ca . gacttctgc . t . gccgacat gaag . c . cct 

351 400 
TC250527 GTGCGAGTAA ATGGATTTCC TTGCAAGGAC CCAATGGCCG CCCGGA 
TC250529 GTGCGAGTAA ATGGATTTGC TTGCAAGGAC CCAATGGCCG C CCCCGGA 
TC250530 GTGCGAGT ATGGATTTGC TTGCAAGGAC CCAATGGCCG C 
TC250531 GTGCGAGT ATGGATTTGC TTGCAAGGAC CCAATGGCCG C CCCCGGA 
TC250528 GTGCGAGTTA ATGGATTTCC TTGCAAGGAC CCAATGGCCG TCAACCCGGA 

oxo GTGCGAGTAA ATGGATTTCC TTGCAAGGAC CCAATGGCCG TCAACCCGGA 
OXO.R 
OXO.F 

Con.sens us gtgcgagt . a atggattt . c ttgc aaggac ccaatggccg .. a . cccgga 
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401 450 
TC250527 AGATTTCTTC AATCCAGCCA TGCTTGACCA ACCTAGGGAT ACTAAGAACA 
TC250529 AGACTTCTTC AACGCAGCCA TGCTCGATCA GCCTAGGGAT ACTAAGGCCA 
TC250530 AGACTTCTTC AACGCAGCCA TGCTCGATCA GCCTAGGGAT ACTAAGGCGA 
TC250531 AGACTTCTTC AACGCAGCCA TGCTCGATCA GCCTAGGGAT ACTAAGGCCA 
TC250528 AGATTTCTTC AATCTAGCCA TGCTTGAC ACCTAGGGAT ACTAAGAACA 

oxo AGATTTCTTC AATCCAGCCA TGCTTGACCA ACCTAGGGAT ACTAAGAACA 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus aga . ttcttc aa .. ~agcca tgct . ga .. a . cctagggat actaag ... a 
451 500 

TC250527 GCAAGGTTGG GTCCAACGTC ACCAACATTA ACGTCATCAA CTTTCCTGGC 
TC250529 GCAAGGTCAG GTCTAACGTC ACCAACATCA ATGTCATAAA TTTCCCTGGC 
TC250530 GCAAGGTCAG GTCTAACGTC ACCAACATCA ATGTTATAAA TTTCCCCGGC 
TC250531 GCAAGGTCAG GTCTAACGTC ACCAACATCA ATGTCATAAA TTTCCCCGGC 
TC250528 GCAAGGTTGG GTCCAACGTC ACCAACATTA ACGTCATCAA TTTTCCTGGC 

oxo GCAAGGTTGG GTCCAACGTC ACCAACATTA ACGTCATCAA CTTTCCTGGC 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus gcaaggt .. g gtc . aacgtc accaacat . a a . gt . at . aa . tt . cc . ggc 

501 550 
TC250527 CTCAACACCC TTGGTATCTC GCTGGCACGC ATCGACTATG GACCATTGGG 
TC250529 CTCAACACCC TCGGCATCTC GCTGGCTCGC ATCGACTATG GACCATTAGG 
TC250530 CTCAACACCC TCGGCATCTC GTTGGCACGC ATCGACTATG GACCATTAGG 
TC250531 CTCAACACCC TCGGCATCTC GCTGGCTCGC ATCGACTATG GACCGTTAGG 
TC250528 CTCAACACCC TTGGCATCTC GCTGGCACGC ATCGACTATG GACCATTGGG 

oxo CTCAACACCC TTGGTATCTC GCTGGCACGC ATCGACTATG GACCATTGGG 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus ctcaacaccc t . gg . atctc g . tggc . cgc atcgactatg gacc . tt . gg 

551 600 
TC250527 CGTGAACACC CCGCATATAC ATCCCCGTGC CACTGAGCTC CTTACTGTGC 
TC250529 TGTGAACACG CCACACATAC ACCCCCGTGC CACTGAGCTC CTCACAGTGC 
TC250530 TGTGAACACG CCACACATAC ACCCTCGTGC CACTGAGCTC CTCACGGTGC 
TC250531 TGTGAACACG CCACACATAC ACCCTCGTGC CACTGAGCTC CTCACAGTGC 
TC250528 CGTGAACACA CCACATATAC ATCCCCGTGC CACTGAGCTC CTTACTGTGC 

oxo CGTGAACACC CCGCATATAC ATCCCCGTGC CAC'IGAGCTC CTTACTGTGC 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus . gtgaacac . cc . ca . atac a . cc . cgtgc cactgagctc ct . ac . gtgc 

• 



TC2505 27 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

601 650 
TTGAGGG C TCTCTACCTT GGATTTGTCA CATCCAACCC AAATAGGCTC 
TTGAGGGGAC ACTCTACCTT GGATTTGTCA CATCCAACCC AAACAGGCTC 
TCGAGGGGAC ACTCTACCTT GGATTTGTCA CATCCAACCC AAACAGGCTC 
TCGAGGGGAC ACTCTACCTT GGATTTGTCA CATCCAACCC AAACAGGCTC 
TTGAGGG C TCTCTACCTT GGATTTGTCA CATCCAACCC AAATAGGCTC 
TTGAGGG C TCTCTACCTT GGATTTGTCA CATCCAACCC AAATAGGCTC 

Consensus t . gaggg . ac . ctctacctt ggatttgtca catccaaccc aaa . aggctc 

TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus 

TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO .F 

651 700 
TTCTCCAGGG TGGTCAAGAA GGGTGACGTA TTTGTGTTCC CGAAGGCAAT 
TTCTCA GA TAGTTAAGAA GGGCGATGTA TTCGTATTCC C 
TTCTCAAAGA TAGTTAAGAA GGGTGATGTA TTCGTATTCC C 
TTCTCC TAGTTAAGAA GGGCGATGTA TTCGTATTCC C 

GCAAT 
GCAAT 
GCAAT 

TTCTCCAGGG TGGTCAAGAA AGGTGACGTA TTTGTGTTCC CGAAGGCAAT 
TTCTCCAGGG TGGTCAAGAA GGGTGACGTA TTTGTGTTCC CGAAGGCAAT 

ttctc . a . g . t . gt . aagaa . gg . ga . gta tt . gt . ttcc c . aa . gcaat 
701 750 
GATCCACTTC CAAATGAATC TAGCGCATGA CAAGCCAGCA GCTGCGTTGT 
GATCCACTTC CAAATGAACC TAGCGCATGA CAAGCCAGCA GCCGCGTTGT 
GATCCACTTC CAAATGAACC TAGCGCATGA CAAGCCAGCA GCCGCGTTGT 
GATCCACTTC CAAATGAACC TAGCGCATGA CAAGCCAGCA GCCGCGTTGT 
GATCCACTTC CAAATGAATC TAGCACATGA CAAGCCAGCA GCTGCGTTGT 
GATCCACTTC CAAATGAATC TAGCGCATGA CAAGCCAGCA GCTGCGTTGT 

Consensus gatccacttc caaatgaa . c tagc . catga caagccagca gc . gcgttgt 

TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

751 800 
CGTCACTCAG CAGCCAAAAC CCAGGAGTTA TTTCTATTGC CAATGCAGTC 
CCTCGCTCAG CAGCCAAAAC CCTGGAGTTA TTTCTATTGC CAATGCAGTA 
CCTCGCTCAG CAGCCAAAAC CCTGGAGTTA TTTCTATTGC CAATGCAGTG 
CCTCGCTCAG CAGCCAAAAC CCTGGAGTTA TTTCTATTGC CAATGCAGTG 
CATCACTCAG CAGCCAAAAC CCAGGAGTTA TTTCTATTGC CAATGCAGTC 
CGTCACTCAG CAGCCAAAAC CCAGGAGTTA TTTCTATTGC CAATGCAGTC 

Consensus c . tc . ctcag cagccaaaac cc . ggagtta tttctattgc caatgcagt . 
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TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

801 
TTTGGATCAA ACCCACCCAT 
TTTGGATCAA AGCCACCGAT 
TTTGGATCAA AGCCACCGAT 
TTTGGATCAA AGCCACCGAT 
TTTGGATCAA ACCCACCCAT 
TTTGGATCAA ACCCACCCAT 

850 
TTCGGATGAT GTTTTGGCCA CGGCGTTTCA 
T'I.'.CGGATGAT GTCTTAGCCA CGGCATTTCA 
TTCGGATGAT GTCTTAGCCA CGGCATTTCA 
TTCGGATGAT GTCTTAGCC~ CGGCATTTCA 
TTCGGATGAT GTTTTGGCCA CGGCGTTTCA 
TTCGGATGAT GTTTTGGCCA CGGCGTTTCA 

Consensus tttggatcaa a . ccacc . at ttcggatgat gt . tt . gcca cggc . tttca 

TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus 

TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO . R 
OXO.F 

Consensus 

TC250527 
TC250529 
TC250530 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus 

851 900 
GGTGGAAAAG AAACTGATTG ATTGGCTCCA ATCTCAGTTC TGGGAGAATA 
GGTGGAGAAG GATCTCATTC ACTGGCTCCA ATCTCAGTTC TGGGGGAACA 
GGTGGAGAAG GATCTGATTC ACTGGCTTCA ATCTCAGTTC TGGGGGAACA 
GGTGGAGAAG GATCTCATTC ACTGGCTCCA ATCTCAGTTC TGGGGGAACA 
GGTGG G AAACTGATTG ATTGGCTCCA ATCTCAGTTC TGGGAGAATA 
GGTGGAAAAG AAACTGATTG ATTGGCTCCA ATCTCAGTTC TGGGAGAATA 

ggtgga . aag . a . ct . att . a . tggc t . ca atctcagttc tggg . gaa . a 

901 950 
ACCACTACTA A-TATGTTGT AGTGTTTACA CCTATAAATA GTATAAA---
CCAACTACTA AATATTCTCT TTTATCTGGG CATATGGGAA GTTAATATGT 
CCAACTACTA AATATTCTCT TTTATCTGGG CATATGGGAA GTTAATATGT 
CCAACTACTA AATATTCTCT TTTATCTGGG CATATGAGAA GTTAATATGT 
ACCACTACTA A-TATGTTGT AGTGTTTACA CCTATAAATA GTATAAA- - -
ACCACTACTA A 

. c . actacta a . . ....... . . . . . . . . . . . .......... . . . . . . . . . . . 
951 1000 
---------- - --------- -------GAA TAAATGA--- ----------
AATGATATAT A- ------- - -------GAA TAMTGACAT GCAATACGTA 
AATGATATAT A--------- -------GAA TAAATGACAT GCAATACGTA 
AATGATATAT ACTCCCATCA TGGAGTAGAA TAAATGACAT GCAATATG-A 
---------- ---------- -------GAA TAAATGTCAT G---------
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1001 1050 
TC2 5052 7 - --- ------ -- - - - - - --- -- - -----TC ATTTCCTTT- TGAATCGTGA 
TC250529 TGCATGCATG GTTGCGAGCT GTGAATTTTT ATTTTCTTTT TGAATCGTGA 
TC250530 TGCATGCATG GTTGCGAGCT GTGAATTTTC ATTTCCTTTT TGAATCGTGA 
TC250531 TGCATGCATG GTTGCGAGCT GTGAATTTTC ATTTCCTTTC TGAATCGTGA 
TC250528 TATGTGTGTG CCTGCGAGCC GCGAGTTTTT CATTTCCTTT TGAATCGTGA 

oxo 
OXO.R 
OXO . F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..... . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

1051 1100 
TC250527 CAATATATGT TGTTTGTTGG ATTGATATAG TAATATGGTG ACAGTGTAAG 
TC250529 CAAGATATGT TTTTTGTCAG ATTCATGTCA TAATGTGCTG GTGATGTTT -
TC250530 CAAGATATGT TTTTTGTCGG ATTCATGTCA TAATGTGCTG GTGATGTTTG 
TC250531 CAAGATATGT TTTTTGTCGG ATCAAAAACC T--- - --CGG GCGATGTTT-
TC250528 CAATATATGT TGT TTGTTGG ATTGATATAG TAATATGGTG ACAGTGTAAG 

oxo 
OXO . R 
OXO .F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ...... ... 
1101 1150 

TC250527 CATTTGGT TG TTTAATAAAT GGAATACA-T GGTGTCTCTT CCTCGT TNNA 
TC250529 ---TCA- CTG TTTGATGAAT GGAATACAGA GGTGCTCCTT TCTCCAACTG 
TC250530 TTTTCA-CTG TTTAATGAAT GGAATACAGA GGTGCTCCTT TCTCCCATTG 
TC250531 ---TCA- CGG TTAAA-GGAT GGGATACANA GG-GCCCCTT C 
TC250528 CATTTGGT TG TTTAATAAAT GGAATACCGG GGTGTCCTCT TCCCTCGTAA 

oxo 
OXO.R 
OXO .F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... . ..... 

1151 1200 
TC250527 ANAAA----- -- ---GAGAN AAACNCCAGG GGGGCC---- - --------c 
TC250529 CCCGGGCGGC CGCTCGAATC CGCGGCCATG GCGGCCGGAA CATCCAAGTC 
TC250530 CT-------- -----GATAT AGAGGTCATG GTGTAATGAG AAAGCA- -TC 
TC25.0531 
TC 2 50528 CTGAA- -- -- -----ATAAG AGAATCGATG AAGTT - ---- - ---- --- -c 

oxo 
OXO.R 
OXO . F 

Consensus ..... . . . . . . . . . . . . . . . . 



1201 1 250 
TC250527 TNTACCAATT CCÇCTAAATN AGTCTTTTAC CC 
TC250529 GGGCCAAATC GCCCTATATG AGTCGTATAC AATCATGGCC GTCGTTTTAA 
TC250530 ATGATTGG-C ACGC-ATGTC ATTC-TAGAC A--CAGTTCC TTTGAAAANN 
TC250531 
TC250528 ATGAGAAAAA A 

oxo 
OXO.R 
OXO.F 

Consensus 

1251 
TC250527 
TC250529 ACGTCGGGA 
TC250530 NNNNNGGA 
TC250531 
TC250528 

oxo 
OXO . R 
OXO .F 

Consensus 

57 

Figure 4.1 Alignement des séquences d'acides nucléiques de l'oxalate l' oxydase et d' autres 
séquences d' acides nucléiques homologues pour le dessin d'amorces destinées au qRT-PCR. 
Cet alignement présente le gène de l'oxalate oxydase (Oxo) (GenBank AF005084), les 
amorces dessinées pour le qRT-PCR (Oxo_86RL et Oxo_86RL_64FU (Tableau 3.3) sont 
annottées OXO.R et OXO.F respectivement sur la figure) et les contigs homologues au gène 
Oxo (TC250527, TC250529, TC250530, TC25053 l et TC250528) ont été identifiés sur la 
base de donnée TIGR avec un BLASTn. Toutes les séquences sont alignées en fonction de 
leur homologie, et les zones fortement conservées sont indiquées en bleu. Les zones de dessin 
des amorces ont été encadrées sur cet alignement. 
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Les amorces ont été dessinées, en suivant les restrictions pour le PCR .en temps réel, 

dans les zones de fortes homologies présentant le minimum de polymorphismes (Fig. 4.1). 

On voit sur la Figure 4.1 que les amorces présentent 4 polymorphismes dans la séquence 

Qx.o _ 86RL _ 64FU et aucun dans la séquence Oxo _ 86RL. L'alignement présente une grande 

surface de zone conservée (indiquée en bleu sur la Fig. 4.1 ). Cependant les restrictions 

imposées pour le dessin des amorces en qRT-PCR n'ont pas permis de choisir une paire 

d'amorce dans ces régions. De plus, l'amorce Oxo_86RL_64FU est identique à la séquence 

de 3 des 5 gènes identifiés dont la séquence Oxo originalement clonée en réponse à l' Al 

(Hamel et al., 1998). Pour déterminer la spécificité des amorces, on a effectué la courbe de 

dissociation avec des quantité d' ADNc théorique allant de lOng jusqu'à 160ng par réaction. 

La droite dérivée de la courbe de dissociation a permis de calculer l'efficacité des amorces à 

98 % (Fig. 4.2 et Tableau 42). Ces amorces ont montré une grande spécificité (Fig. 4.3). 

Droite dérivée 
30 ---- • •s - -25 • ACCo 

- -
20 • ACCll 

Qco 

Ü15 ---- - Unuire(188) 
-

1 0 - - Unulre(ACCo) . -
5 Unu1re <ACC.J 

Unu1re c01col 

0 
1 1 .5 2 2.5 

Log Co 

Figure 4.2 Droite d'efficacité des amorces des gènes 18S, Oxo, Acs etAco, utilisées en qRT-
PCR. 
Les amorces 18S.R3/18.F3, Oxo_86RL_64FU/Oxo_86RL, ACCo_816RL_778FU/ 
ACCo_816RL, ACCs_547RL_ 455FU/ ACCs_547RL ont été utilisées pour 18S, Oxo, Acs et 
Aco respectivement. Les droites sont tracées en fonction du Ct par rapport au log de Co. Ct 
_représente le cycle « cycle Th.reshold ». Co représente la quantité d' ADNc utilisée pour 
chaque réaction en ng. Les équations des droites et le R2 ont été rapportés dans le tableau 4.2. 
, respectivement 18S.R3/18.F3, Oxo_86RL_64TU/ Oxo_86RL, ACCo_816RL_778FU/ 
ACCo_816RL, ACCs_547RL_ 455FUi ACCs_54-7RL. 
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Tableau 4.2: Mesure de l'efficacité des amorces pour le qRT-PCR. 
Les amorces ont été testées et validées pour les gènes 18S, Oxo, Aco, Acs, GENJ, GEN2, 
GEN3, SAMd et ABC. Les amorces pour ces gènes sont associées à la droite d'efficacité 
( é . d 1 d . 'J . R.2) ' 1 ffi . t , 1 l , t :quation e a ro1te et corre ation eta eure cac1 e ca cu ee en pourcen age. 

Nom da Efficacité gène Paire d'amorces Éqution R2 
( %) ootentiel 

18S 18S.F3/l 8S.R3 y= -3,4164x + 16,334 0,9492 99 
Oxo Oxo_86RL_64TU/ y= -3,561 lx+ 27,685 0,9806 88.5 

Oxo 86RL 
Aco ACCo 8 l 6RL 778FU/ - - y= -3,65x + 31,548 0,9704 89.4 

ACCo 816RL 
Acs ACCs_547RL_ 455FU/ y= -3,6117x + 30,49 0,9464 92.9 

ACCs 547RL 

GENJ GENI .A.L /GENI .A.R y= -3,3437x + 30,041 0,9492 99,1 

GEN2 GEN2.A.L/ GEN2.A.R y= -3,333x + 30,813 0,9684 99,5 

GEN3 GEN3.A.U GEN3.A.R y= -3,5507x + 38,265 0,9767 91.3 
SAMd SAM.LI SAM.R y= -3.2823x + 30.139 0.9672 101.7 
SAMd SAM.A.LI SAM.AR y= -3.3272x + 34.034 0.9768 99,8 
ABC ABC.A.LI ABC.A.R y= -3.4747x + 34.273 0.9729 94 

Figure 4.3 : Courbes de dissociations pour les amorces 18S, OXO, ACS et ACO. Les 
courbes représentent une dénaturation libèrant des molécules SYBR Greendans les fragments 
amplifiés et fait chuter la fluorescence. La spécificité d'une paire d'amorces est caractérisée 
par un pic unique. La superposition de tous les réplicats utilisé pour les différentes 
concentrations. 
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Les ·tests ont révélé un facteur d'induction proche de 5 pour des expositions de 5 et 50 

µM cl' Al pour B01.mty ,et Atlas66 respectivement, de même qu'un facteur 25 pour Bounty 

exposé à 50 µi\t1 d'AJ (Fig. 4.4). Ces résultats reflètent parfaitement le profil d'expression 

identifié par les expériences réalisées en utilisant les analyses northern (Brunel et al., 1998),· 

Us ont également montré une induction visible et reproductible à des concentrations d' Al 

comërant une ICR 50 % pour les deux types de cultivars. 

Pour l'analyse de l'expression des gènes impliqués dans ia synthèse de l'éthylène (Acs 

et Aco) l' ARN a été extrait des pointes de racines de cultivars sensibles et tolérants de blé 

exposés à 0, 5 et 50 µMd' Al pendant 6 heures et 24 heures. Les échantillons ont été utilisés 

pour effectuer les tests de qRT-PCR sur tes amorces des gènes de synthèse de l'éthyiène. 

QI 35 
;_... ·- 30 .... = -- 25 QI -= 20 
0 &- 15 fi..) 
fi..) e 10 

5 

0 . ;-

0 5 50 0 5 50 

Concentration d'aluminium (µ,M) 
Figure 4.4: Niveau d'expression de l'oxalate oxydase servant de gène contrôle de réponse à 
l' Al pour les cultivars Atlas66 et Bounty. 
Les résultats. pour les cultivars Atlas66 et Bounty sont représentés par les histogrammes bleus 
et orange respectivement. Ces résultats sont exprimés en unité relative au point Atlas66 0 ~,M 
qui représente un niveau relatif ajusté à 1. Ils sont tirés des analyses faites par qRT-PCR avec 
les amorces Oxo _ 86RL _ 64FU/Oxo _ 86RL. Les expériences ont été réalisées en tripplicatat 
( (,.:.* P<0.001; ,:::: P<0.01; * P>0.05). 
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4.1.3 Profil d'expression des gènes impliqués dans la synthèse de 

l'éthylène 

Le gène TaACS2 exprimé dans les pointes de racines de blé est un gène identifié et 

séquencé (Subramaniam et al., 1996; GenBank. 035778). Les amorces à dessiner sur ce gène 

doivent donc être spécifiques à cette séquence. Comme précédemment, on a effectué un 

BLASTn pour trouver les copies de gènes et un alignement de séquences pour trouver les 

polymorphismes (Fig. 4.5). La séquence TaACS2 est incluse dans la séquence TC254283 qui 

représentent un contig. Ces deux séquences sont parfaitement identiques entre elles et 

différentes de la 3eme séquence OV.l 11L07F. On a donc utilisé les différences entre les 

séquences TaACS2 et TC254283 avec la séquence OV.111L07F pour dessiner des amorces 

plus spécifiques aux gènes Acs dans les racines de blé. Les 2 amorces ACCs54 7RL et 

ACCs547RL_ 455FU ont été dessinées sur un segment possédant 3 et 9 polymorphismes 

respectivement, mais elles sont parfaitement identiques aux segments sur les séquences 

TaACS2 et TC254283. Comme précédemment, la spécificité des amorces a été validée par 

courbe de dissociation (Fig. 4.3). La droite dérivée a permis de calculer l' efficacité à 92 % 

pour une quantité allant de 20ngjusqu'à 1 00ng d' ADNc (Fig. 4.2 et Tableau 4.2). 

La séquence du gène Aco chez le blé n'étant pas connue, on a du procéder 

différemment pour le choix des amorces. On s'est basé sur les séquences protéiques connues 

chez Arabidopsis (GenBank Q06588) et chez le riz (GenBank X85747). On a effectué un 

tBLASTn pour trouver les séquences d'ESTs traduites homologues à ces séquences 

protéiques. En alignant ces séquences on constate une forte homologie de séquences entre les 

ESTs traduits de blé et les séquences protéiques de ACO chez Arabidopsis et le riz (Fig. 4.6). 

En alignant les séquences d'ESTs avec la séquence d'acides nucléiques des gènes Aco chez le 

blé, nous avons pu déterminer les polymorphismes et les zones d'homologies pour dessiner 

les amorces (Fig. 4.7). Les difficultés d'amplification rencontrées pour les précédentes paires 

d'amorces nous ont amené à dessiner les amorces dans une région plus conservée où la 

validité de la séquence serait plus sûre. Les séquences <l'EST TC234945 et TC234937 ont 

montré une plus grande similarité entre elles plutôt qu'avec TC234939. On a choisi en 
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fonction des restrictions du qRT-PCR et de l'homologie de séquences de dessiner les amorces 

dans une zone de forte homologie entre TC234945 et TC234937. Les amorces 

ACCo_816_RL_FU et ACCo_816_ RL, sont parfaitement accordées avec les séquences 

TC234945 et TC234937, et possèdent 2 et 3 polymorphismes respectivement vis-à-vis de 

TC234939 (Fig. 4.8). La courbe de dissociation a permis de valider la spécificité des amorces 

(Fig. 4.2). La droite dérivée a permis de calculer l'efficacité à 89.4 % pour des concentrations 

de 20ngjusqu'à I00ng d' ADNc (Fig. 4.2 et Tableau 4.2). 



Figure 4.5 
1 50 

TaACS2 
TC254283 CTCAAGC TCAAGAAGCT TCACCAATCT CCCTTTCAAG CCCACGAACC 

OV . 111107F CTTCACTCCT CTAATTCTCT TCTCTAAGCT GCCTGCTCT- -CCTAGCTCA 
TC256337 

ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

51 100 
TaACS2 

TC254283 TTCATCAGCT AGATT-AGCG CAGAACA-TT CT -TGGCCTC TCTTCTTGTC 
OV.111L07F GTCTTGAACA CACTCGATCA CAGCTCACTT CTGTCGCCTC -CAGCGAGCC 

TC256337 
ACS.R 
ACS . F 

Consensus 

101 150 
TaACS2 

TC254283 TGTCTCTGTT TCACCTCATC CATCGATCTT TAGCTAGCTG ACCCTCATAG 
OV.111L07F ---CCCAGTT TCAAACCCAG CCAAACACGC GCGC-AGCAT TCCTTGACTG 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

151 200 
TaACS2 

TC254283 ACCCGAGAGC GCAGATGGCA AGCAGATCCG CCG-AGCTTC TCTCGAGGAT 
OV.111L07F ACGAGATGGT GAACAAGG- T CGCCGACGAG CCGCAGCTGC TGTCCAAGAA 

TC256337 
ACS . R 
ACS.F 

Consensus 

201 250 
TaACS2 

TC254283 GGCCGCCGGC GACGGCCACG GCGAGAACTC GTCCTACTTC GACGGGTGGA 
OV . 111L07F GGCCGGATGC AACACCCACG GCCAGGACTC GTCCTACTTC CTGGGATGGG 

TC256337 
ACS.R 
ACS .F 

Consensus 
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251 300 
TaACS2 

TC254283 
OV.111L07F 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

AGGCGTACGA CATGAACCCC TTCCACCCGC AGGACAACCG CGGGGGCGTC 
AGGAGTATGA GAAGAACCCC TTCGACGCCA TCACCAACCC CAGCGGCAT.C 

301 350 
TaACS2 

TC254283 ATCCAGATGG GCCTCGCCGA GAACCAACTC TCGCTGGACC TGATCGAGGA 
OV . 111L07F ATCCAGATGG GCCTCGCCGA GAACCAGCTG TCGTTCGACC TGGTGGAGGA 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

351 400 
TaACS2 CCAT TTGCACGGCG GAGGGCCCC-

TC254283 GTGGAGCAAG GCCCACCCGG AGGCGTCCAT TTGCACGGCG GAGGGCGCC-
OV.111L07F GTGGCTGGAG AAGAACCCCG ACGCGCTCGG CCTC-CGCCG GGGAGCCGCG 

TC256337 
ACS.R 
AC$.F 

Consensus 

401 450 
TaACS2 TCGCAGTTCA AGAGGATCGC CAATTTCCAG GACTACCACG GCCTCCCGGA 

TC254283 TCGCAGTTCA AGAGGATCGC CAATTTCCAG GACTACCACG GCCTCCCGGA 
OV.111L07F TCCGTCTTCC GCGAGCTCGC GCTCTTCCAG GACTACCACG GCCTCCCGGC 

TC256337 
ACS.R 
ACS . F 

Consensus 

451 
TaACS2 GTTCAGACAG GCGATGGCCC AGTTCATGGG GCAGGTGAGG 

TC254283 GTTCAGACAG GCGATGGCCC AGTTCA'I'GGG GCAGGTGAGG 
OV.111L07F CTTCAAAAAT GCATTGGCGA GGTTCATGTC AGAGCAGAGA 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

64 



TaACS2 CCAGGTTT 
TC254283 CCAGGTTT 

OV.111L07F 
TC256337 

ACS.R 
ACS.F CCAGGTTT 

Consensus .... gtt . g 

551 

550 
CCCGGATCGC GTCGTGATGA GCGGGGGCGC CACCGGCGCG 
CCCGGATCGC GTCGTGATGA GCGGCGGCGC CACCGGCGCG 
CCCCAGCAAC ATCGTGCTCA CCGCCGGCGC CACCTCGGCC 

600 
TaACS2 

TC254283 
OV .111L07F 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

CAGGAGACGC TCGCCTTCTG CCTTGCCAAC CCCGGCGAGG CCTTCCTCGT 
CAGGAGACGC TCGCCTTCTG CCTTGCCAAC CCCGGCGAGG CCTTCCTCGT 
AACGAGGCGC TCATGTTCTG CCTCGCCGAC CAGGGCGACG CATTCCTCAT 

TaACS2 
TC254283 

OV .111L07F 
TC256337 

ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

TaACS2 
TC254283 

OV .111L07F 
TC256337 

ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

. . . . . . . . . . 

60 
CACGCCT 
CAC CT 
CACCCCG 

CACGCCT 

cac . cc . 

651 
GAGTGAAGCT 
GAGTGAAGCT 
GGGCCGAGAT 

701 

. . . . . . . . . . 

TACTACCCAG 
TACTACCCAG 
TACTACCCAG 

TACTACCCAG 

tactacccag 

GCTGCCGATC 
GCTGCCGATC 
CGTACCGGTG 

.......... . . " ........ . . . . . . . . . . 

650 
CCG CGACTGCTGC TGGAGGTCAG 
CCG CGACTGCTGC TGGAGGTCAG 

GGTTCG CCG TGACCTCAAG TGGCGCACCG 

GATTCG 

g . ttcg . . . . ......... . ......... 
700 

GAGTGCCACA GCTCCAACGA CTTCAGGATC 
GAGTGCCACA GCTCCAACGA CTTCAGGATC 
CACTGCACCA GCGCCAACGG CTTCCGGGTG 

750 
TaACS2 ACCAGGGAGG CCGTCGTGGC CGCGTACGAG AGCGCGACGA GCAACGGCGT 

TC254283 ACCAGGGAGG CCGTCGTGGC CGCGTACGAG AGCGCGACGA GCÂACGGCGT 
OV.111L07F ACGCGCTCCG CCNTGGACGA CGC 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

65 



66 

751 800 
TaACS2 CCGCGTCAAG GGGATCCTCA TCACCAACCC GTCCAACCCG CTGGGCACGA 

TC254283 CCGCGTCAAG GGCATCCTCA TCACCAACCC GTCCAACCCG CTGGGCACGA 
OV .111L07F 

TC 256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ......... . 
801 850 

TaACS2 CGGCGGACCG GGCGACGCTG GCCATGCTCG CCACCTTCGC CACGGAGCAC 
TC254283 CCGCGGACCG GGCCACGCTG GCCATGCTCG CCACCTTCGC CACGGAGCAC 

OV .111L07F 
TC 256337 TG CGACCCACGC TTCCGA---C 

ACS.R 
ACS.F 

Consensus ......... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
851 900 

TaACS2 CGCGTGCACC TCATCTGCGA CGAGATCTAC GCGGGGTCGG TCTTCGCCAA 
TC254283 CGCGTGCACC TCATCTGCGA CGAGATCTAC GCGGGGTCGG TCTTCGCCAA 

OV. 111L07F 
TC256337 CAGATNCATN CCACATTCCG C- - - TTCTGT GCAA---CGG ACGAGGCTAA 

ACS . R 
ACS.F 

Consensus . . . . . . . . . . .......... . . .. . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

901 950 
TaACS2 GCCGGAGTAC GTGAGCATCG CCGAGGTGAT CGAGCGCGAC GCCCCCGGCC 

TC254283 GCCGGAGTAC GTGAGCATCG CCGAGGTGAT CGAGCACGAC GCCCCCGGCG 
OV . 111L07F 

TC256337 -CCAGCAACA GCGAGC - --G ATGAGGCCAT C---CACCAT GGCTCGAGCC 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus . . . . . . . . . . .. . ....... . ........ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

951 1000 
TaACS2 CCGACCGGGA CCTCATCCAC ATCGCCTACA GCCTCTCCAA GGATTTCGGC 

TC 254283 CCGACCGGGA CCTCATCCAC ATCGCCTACA GCCTCTCCAA GGACTTCGGC 
OV .111L07F 

TC256337 CT---CGCGG CCGCGGCT-- ---GCCGTCC TCGCCGCCGT GGTCTGCG--
ACS.R 
ACS . F 

Consensu!:; . . .. ...... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 



1001 1050 
TaACS2 CTCCCGGGGT TCCGCGTCGG CATCGACTAC TCGTACAACG ACGCCGTCGT 

TC254283 CTCCCGGGGT TCCGCGTCGG CATCGTCTAC TCGTACAACG ACGCCGTCGT 
OV . 111L07F 

TC256337 ---CCGG--- --CGCGACCC CGGAGACGAC GTGCAGGGCG GCGGCG--GG 
ACS.R 
ACS . F 

Consensus 

1051 1100 
TaACS2 GGCCTGCGCG CGCAAGATGT CCAGCTTCGG CTTCGT 

TC254283 GGCCTGCGCG CGCAAGATGT CCAGCTTCGG CCTCGTGTCC TCGCAGACGC 
OV . 111L07F 

TC256337 CGCCGACAGG CGCGTGGACT ACCGCTTCTG C-- -GTGTCC AGGCTGAGCC 
ACS . R 
ACS . F 

Consensus 

1101 1150 
TaACS2 

TC254283 AGCTCTTC-C TGGCCAAGAT GCTCGGGGAC GAGGAGTTCA TGGCCCGGTT 
OV . 111L07F 

TC256337 AGCACCACGA CAGCCCCGAC GCC--GACAC GTGGGG--CC TGGCCAAG--
ACS . R 
ACS.F 

Consensus 

1151 1200 
TaACS2 

TC254283 CCTGCGCGAG AGCGCGCGGC GGCTGGCGGC GCGGCACGAG CTGTTCACGT 
OV.111L07F 

TC256337 ---------- ------- - GT GGCCGCCGAC GTGG-GCGTG CT--------
ACS . R 
ACS . F 

Consensus 

1201 1250 
TaACS2 

TC254283 CGGGGCTCCG CGAGGTCGGC ATCGGGTGCC TGGGCGGCAA CGCCGGGCTC 
OV .111L07F 

TC256337 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

CATGGCCAGC AACGGCGTCT ACGACATCAA GGCCATGCTC 
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1251 1300 
TaACS2 

TC254283 TTCTCGTGGA TGGACCTGCG GGGCATGCTC CGGGAGAAGA CGGCGGAGGC 
OV .111L07F 

TC256337 GCCGGCAAGG AGGAGCGGCC GG-CGGGCGC CAGGGC---- --GCGCGGGC 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

1301 1350 
TaACS2 

TC254283 GGAGCTGGAG CTGTGGCGGG TCATCATCCG CAAGGTGAAG CTCAACGTGT 
OV . 111L07F 

TC256337 --CGCTGGAG CAGTG - CGAG GCGCTGTACG ACAGGATGGG CGCCGCGT-T 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus 

1351 1400 
TaACS2 

TC254283 CGCCGGGGAC GTCGTTCCAC TGCGGCGAGC CCGGGTGGTT CCGCGTCTGC 
OV . 111L07F 

TC256337 CGCCGAGG-- --CGTACGAC GGCATCGA- C AGGCGCGACT ACGCGGCGGG 
ACS . R 
ACS.F 

Consensus 

1401 1450 
TaACS2 

TC 254283 CACGCCAACA TGGACGACGA GACCATGGGG GTGGCGCTGA GCCGGATCCG 
OV . 111L07F 

TC256337 CAAG- -GAGA AGGCCGGCGA GGCCGCGTCC CTCGCGCGCC GCTGCGCCCA 
ACS . R 
ACS.F 

Consensus 

1451 1500 
TaACS2 

TC254283 GGACTTCGTG CGCCAGCACC AGCAGCAGAA , GGCCAAGGCC CAGCGCTGGG 
OV . 111L07F 

TC256337 CGCCTTCG- - --CCCGCGCC GGCGTCGCCG TGCC--''-GCC ACG-GCTGGC 
ACS.R 
ACS . F 

Consensus 

68 



69 

1501 1550 
TaACS2 

TC25 4283 CCGCCAGGGG CCACCTCCAC CTCAGCCTGC AGCGCCACGG CGCCATGGCT 
OV . 111L07F 

TC256337 CAAGCAGGG- ----CGCCGA CTCGG--TGC AGATGGCCAT CGTCTGCACC 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... . . . . . . . . . . . 

1551 1600 
TaACS2 

TC254283 TCGCAGTACC ACGCGC - TCT CCAGCCCCAT GGCCGCGCTG CTGTCCCCCC 
OV .111L07F 

TC 256337 GC-CATTACC AACCTCGTCA AGTGAATGAT CTCTGCATTG TTTGCCCGTC 
ACS.R 
ACS.F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ......... . . ..... . .. 
1601 1650 

TaACS2 
TC254283 AGTCTCCGCT GGTCCATGCC -GCCAGCTAA GTCGGTCGCC ACGGTCGGTC 

OV . 111L07F 
TC256337 -GAGAGAAAT GGGCCGTGTC TGCATTGTTG ATTGCTCGAC -CGTGATGTC 

ACS . R 
ACS . F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . - .. ·-.. . . . . . . . . . . . . . . . ..... . .. . .. . .. 

1651 1700 
TaACS2 

TC254283 AAGTGAGCCG CACGTACATT TGGTACGTf.C ACACTTTTTT CGATCGCATG 
OV .111L0 7F 

TC256337 ATGTACGCC- __ .:__TGTGTT TG-- - ----- ----TGATAT CGATCG-TTG 
ACS . R 
ACS.F 

Consensus . . . .. .... . .... . . . . ..... . . . . . . . . . 

1701 1750 
TaACS2 

TC254283 CATGCATGGC ACGGTGCACG CATGGGGCCA GGGTGCATGC GATTGTTTTG 
OV .111L07F 

TC256337 ATAGTG-GAC TTGGTG---G TAGTGGTACG ACGTTCTTC- :-ACTGTTGTG 
ACS . R 
ACS.F 

Consensus . . . . . . . . . . . . . . . . ..... .... . . .... . .. . ...... .. 



1751 1800 
TaACS2 

TC254283 GAAGGTT TAG ACATGCGAAA TGCAGCATGT AGTAGCGTAA CGTTT TACGG 
OV .111L07F 

TC256337 TCGGTGTCAG AAG---GGAA TAAACATTGC ATTATCTTT- --TTCAAAAA 
ACS . R 
ACS . F 

Consensus 

1801 1850 
TaACS2 
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Figure 4.5 Alignement des séquences d'acides nucléiques de TaACS2 et d'autres séquences 
d'acides nucléiques homologues pour le dessin d'amorces destinées au qRT-PCR pour 
TaACS2. 
Cet alignement présente le gène TaACS2 (GenBank. U35778), les amorces dessinées pour le 
qRT-PCR (ACCs547RL et ACCs547RL_ 455FU annotées ACS.R et ACS.F respectivement 
sur la figure) et les contigs homologues au gène TaACS2 identifiés sur la base de donnée 
TIGR avec un BLASTn (TC254283, OV.11 IL07F et TC256337). Toutes les séquences sont 
alignées en fonction de leur homologie, et les zones fortement conservées sont indiquées en 
bleu. Les zones de dessin des amorces ont été encadrées sur cet alignement. 
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Figure 4.6: Alignement des séquences protéique de AtACOl, OsACO et d'autres séquences 
protéiques pour la recherche de séquences ACO chez le blé. 
Cet alignement présente les protéines AtACOl(GenBank. NPI 79549), OsACO (GenBank. 
U35778) et les séquences protéiques homologues au gène OsACO identifiées sw- la base de 
donnée TIGR avec un tBLASTn (TC234945, TC234939 et TC234937). Toutes les séquences 
sont alignées en fonction de leur homologie, les zones fortement conservées sont indiquées en 
bleu et les zones de conservation parfaite sont indiquées en rouge. 
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501 550 
OsACO GAGCGGCTAC TGGACCTGCT CTGCGAGAAC CTCGGCCTCG AGAAGGGCTA 

TC234945 GAGCGGCTGC TGGACCTGCT CTGCGAGAAC CTCGGCCTGG AAAAGGGGTA 
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751 800 
OsACO CCATGCGCCA CTCCATCGTC GTCAACCTCG GCGACCAGCT GGAGGTGATC 
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1001 1050 
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Figure 4.7: Alignement des séquences d'acides nucléiquès de OsACO et d'autres séquences 
d'acides nucléiques homologues pour le dessin d'amorces destinées au qRT-PCR d'un gène 
Aco de blé. 
Cet alignement présente le gène OsACO (GenBank X85747), les amorces dessinées pour le 
qRT-PCR (ACCo_816_RL_778FU et ACCo_816_RL annoté ACO.F et ACO.R 
respectivement sur ia figure) et les séquences d'acides nucléiques contigs provenant de 
l'alignement des séquences protéiques avec OsACO et AtACO. Toutes les séquences sont 
alignées en fonction de leur homologie, et les zones fortement conservées sont indiquées en 
bleu. Les zones de dessin des amorces ont été encadrées sur cet alignement. 
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Les profils d'expression obtenus avec les amorces pour amplifier le gène Acs n'ont pas 

montré de différences significatives à 6 ou 24 heures d'exposition à I' Al pour le cultivar 

sensible et tolérant. Cependant, on a observé une induction progressive de facteur 1.5 puis 2 

pour 1me exposition à 5 µM et 50 µM d' Al respectivement, pendant 24 heures pour le cultivar 

Bounty (Fig. 4.8). 
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Figure 4.8: Niveau d'expression relatif pour ACS en fonction de la concentration 
d'exposition à J'AI pour ]es cultivars Atlas66 et Bounty pour 6 h et 24 h d'exposition. 
Les résultats pow· les cultivars Atlas66 et Bounty sont représentés par les histogrammes bleus 
et orange respectivement. Ces résultats sont exprimés en unité relative au point Atlas66 0 µM 
qui représente un niveau relatif ajusté à 1. Ils sont tirés des analyses faites par qRT-PCR avec 
les amorces ACCs_547RL_ 455FU/ ACCs_547RL. Les expériences ont été réalisé en 
tripp!icatat C': ,:, P<0.001; '· '· P<0.01; * P>0.05). 
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Après 6 heures d'expositions à l'Al, Aco a montré une répression non-significative 

chez le cultivar Atlas66 jusqu'à un facteur 0.5 à 50 µM d'Al tandis que l'on constate une 

induction de facteur 2 puis de facteur 3 pour des expositions 5 µM et 50 µM d' Al 

respectivement pour le cultivar Bounty. Après 24 heures d'expositions, Aco n'a montré 

aucune différence significative chez Atlas66 après des expositions à 5 et 50 µM d' Al tandis 

que l'on a constaté une répression du gène Aco pour 50 µM d' Al d'exposition pour le cultivar 

Bounty (Fig. 4.9). 

Chez la tomate Le-ACS3 a montré une induction en réponse au stress hydrique (Oison 

et al., 1995). Plus récemment, 3 isoformes de l'Acs ont été identifiés chez Arabidopsis dans 

les racines. Ces trois gènes sont induits de manière commune ou individuelle en réponse aux 

stress salin, au froid, à l'obscurité ou à la chaleur, aux blessures et suite à l' application des 

hormones acide abcissique (ABA), GA, (gibbérelline) et IAA (Wang et al., 2005). Les ACS 

semblent être impliqués dans des mécanismes de défense à des composantes communes de 

stress. Chez le blé, Acs ne semble pas être induit par 1 'Al aux vues des résultats obtenus pour · 

6 h et 24 h d'exposition. Cependant ceci n'exclut pas, la participation plus active de l'enzyme 

ACC synthase puisque certains mécanismes limitant son action interviennent aussi de 

manière post-traductionnelle tel que la phosphorylation et pourrait expliquer une 

augmentation de la quantité d' ACC sans augmenter le nombre de transcrit Acs (Liu et Zhang, 

2004). 

Tout comme pour l'Acs, des isoformes de Aco sont présentes dans les racines de tabac 

et de pomme de terre et sont induites en réponse à de nombreux stress biotiques et abiotiques 

(Kim et al., 1998; Zanettïet al., 2002). Chez le blé, l'Aco présente une induction allant 

jusqu'à 3 fois mais est non-significative à 6 h d'exposition à 5 et 50 µM d'AI chez le cultivar 

sensible de blé. Cependant le grand écart type observé peut être expliqué par différents 

facteurs . L'induction de la mort cellulaire provoquée par 1' Al n'était peut être pas 

synchronisée chez les réplicats à 6 h. De plus, la mort cellulaire n'est pas uniforme dans tous 

les tissus et ne touche que la zone d'élongation par îlots de cellules (Delisle et al. , 2001). Il 

est fort probable que lors de la mort des cellules, les différents ARN se dégradent rapidement. 

Ainsi, si les gènes codants pour l' ACS ou I' ACO sont surexprimés principalement dans les 
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cellules épidermiques destiJ:11ées à mourir (mrni programmée), !es transcrits de ces gènes 

seront beaucoup plus affectés par fa mort cdiulai.ire non synchrone que les transcrits exprimés 

dans la majorité des tissus de ki pointe racinaire. 

6 ··-·· ·-· -·- -·· ------··----· --·· .. ...... . ..... -· ...... -······-------·-· __ ,, ________ . ---.. ,. •··. -··- -.......................... ---- ··-..... . 

5-------------------- -~~~ 

0 

6 -•~ w -•Y~*----•~~~- •-~~-----,H 
fil 

t 5 = 4 = 
N 

3 

2 

1 

0 

0 5 50 0 5 50 
Concentration d'aluminium (J.1,M) 

Figure 4.9: Niveau d'expression relatif de Aco en fonction de la concentration d'exposition à 
l' Al pour les cultivars .Atlas66 et Bounty pour 6 h et 24 h d'expositfon. 
Les résultats pour les cultivars Atlas66 et Bounty sont représentés par les histogrammes bleus 
et on:mges respectivement. Ces résultats sont exprimés en unité relative au point Atlas66 0 
~tM qui représente un niveau relatif ajusté à 1. Ils sont tirés des analyses faites par qRT-PCR 
avec les amorces ACCo_816RL_778FU/ ACCo_816RL. Les expériences ont été réalisées en 
i.Tipplicaî:at C'*'!' P<0.001 ; ,_.* P<0.01; * P>0.05). 
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L'écart-type observé pour la mesure du niveau d' expression de ces gènes peut donc 

être beaucoup plus variable que pour d'autres gènes exprimés dans l'ensemble des cellules ou 

mesurés avant la mort des cellules. Afin de démontrer que l' augmentation observée est réelle, 

il sera nécessaire de mesurer le niveau d'expression à différents temps (2h, 4h et 6 h) en 

augmentant le nombre de réplicats pour tenir compte des limitations associées au phénomène 

de mort cellulaire. 

L' absence d'induction significative chez les 2 gènes après 24 h d' exposition à !'Al 

peut être expliquée par le phénomène de mort cellulaire qui dégrade les transcrit dans les 

cellules mortes. Cela suggère que les transcrits ne sont pas surexprimés dans les autres types 

cellulaires et que l'induction n'est donc pas maintenu,e dans le temps à cause de la disparition 

des cellules exprimant ces gènes lors de leur mort. Les résultats de Kim et al. (2003) chez 

Arabidopsis montrent une induction perceptible du gène Acs par analyse northem après 6 h et 

jusqu' à 12h d'exposition au dexaméthasone. Pour le transcrit Aèo, la période d'induction est 

comprise entre 4 h et 12h. La présence des deux gènes ne peut plus être détectée après 24 h 

d'exposition au dexaméthasone ( composé servant à induire la mort cellulaire autant chez les 

cellules animales que végétales). Il est également possible que l'induction de la mort 

cellulaire par l' Al, visible après seulement 8 h d' exposition (Delisle et al., 2001) ne suive pas 

la même cinétique que le dexaméthasone chezArabidopsis. 

Les résultats observés ne nous permettent pas de lier la synthèse de l' éthylène et la mort 

cellulaire à l' induction des gènes Acs et Aco en réponse à l' Al. Cependant, d'autres 

mécanismes peuvent intervenir dans la synthèse de l'éthylène tel que la phosphorylation post-

traductionnelles des protéines ACS et ACO. D'autre part, la mort cellulaire induite via les 

mécanismes de signalisation emprunté par l'éthylène a pu être activée par un autre messager. 

L' acide jasmonique a déjà montré cette capacité indépendamment de l'éthylène (Turner et 

al., 2002). Tout comme l'acide jasmonique, un messager induit par l' Al pourrait activer cette 

voie de signalisation indépendamment de l'éthylène. 
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4.2 Expression des gènes impliqués dans le métabolisme de l'auxine et l'éthylène 

après exposition à l' Al à l'aide d'une puce à ADN 

Le laboratoire a exploité la technologie des puces à ADN afin d'analyser l'expression 

des gènes chez les plantes sensibles et tolérantes exposées à des concentrations d' Al causant 

une ICR de 50 %. La puce à ADN a été réalisée à partir de 61 115 contigs représentés en 

moyenne par 11 amorces couvrant la séquence pour chaque contig. L'hybridation sur la 

plaque contenant ces amorces a été réalisée à partir de la rétro-transcription d' ARN extrait de 

pointe de racines de blé Atlas66 et Bounty exposé à l' Al pendant 24 h. Partant de cette 

importante banque de séquences dont le profil d'expression est disponible, on a évalué le 

potentiel de plusieurs voies d'intérêt dans le projet au travers de l'expression des gènes qui 

sont reliés au métabolisme de l'auxine et de l'éthylène. 

L' Al bloque le transport de l'auxine et induit une inhibition de croissance dans les 

racines (Hasenstein et Evans, 1988). L'inhibition de croissance causée par l'auxine est 

souvent associée à l'action conjointe ou induite de l'éthylène. Ces mécanismes intervenant 
' 

dans la croissance ont été mis en évidence à plusieurs reprises à l'aide de différents mutants 

chez Arabidopsis. La mutation conférant une résistance à l'une des hormones a été souvent 

associée à une résistance pour l'autre hormone (Rahman et al., 2001; Alonso et Ecker, 2001 ). 

Dans les racines, la production de ROS a déjà été corrélée avec l'inhibition de croissance 

provoquée par l'auxine (Joo et al., 2001) ou l'éthylène (Lee et Lin, 1996) dans les racines. 

Plusieurs gènes induits par l 'Al ont été associées à une réponse aux pathogènes ou au stress 

oxydatif (Hamel et al., 1998; Richards et al., 1998) mais sans montrer de différence 

d'expression entre les cultivars sensibles et tolérants pour des ICR comparables. Cependant, 

les voies d'action de l'auxine et de l'éthylène peuvent converger vers une interaction et une 

réponse commune (Stepanova et Ecker, 2000). Leur mode de transport et de signalisation 

sont toutefois très différents (voir 2. État des connaissances). Il parait donc intéressant 

d'évaluer l' expression des gènes impliqués dans les voies de transport et de signalisation de 

l'auxine, et dans les voies de synthèse et de signalisation de l'éthylène. 
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On a donc utilisé les mêmes démarches bioinformatiques que pour les gènes de 

synthèse de l'éthylène. Pour les gènes uniquement caractérisés chez Arabidopsis, on a utilisé 

la séquence protéique pour identifier tout d'abord une séquence homologue chez le riz 

(International Rice Genome Sequencing Project., 2005). Le riz est utilisé comme 

intermédiaire dans la recherche de gènes homologues aux gènes d'Arabidopsis car c' est une 

monocotylédone comme le blé. À partir de la séquence d'ADN du riz, on a effectué une 

recherche pour trouver la séquence la plus proche chez le blé. À partir de la première 

séquence trouvée dans TIGR, on a effectué un BLASTn dans la base de données de 

Affymetrix pour trouver les gènes correspondants sur la puce à ADN. Les séquences ont été 

triées par classe de gènes d' intérêt. Pour les gènes caractérisés chez le riz ou le maïs, on a 

effectué des BLASTn directement à partir de la séquence d'ADN. J'ai ainsi réalisé un 

inventaire représentant les séquences d'intérêt par classe et par type de gène pour le transport, 

la signalisation ou l' induction liées à l'auxine ou à l' éthylène (Tableaux 4.3 à 4.7 et 4.9, 

4.10). Les gènes induits en réponse à l'auxine seront séparés en deux catégories, les gènes 

ayant une réponse plus rapide . (précoces) et ceux ayant une réponse plus tardive 

(secondaires). 

4.2.1 Réponses moléculaires associées à l'auxine 

Pour le transport de l' auxine, j ' ai sélectionné 8 groupes de gènes (PIN2, AUX J, PINs, 

MRP 1, APM, APP, MDRs et ABCs) qui sont représentés par plusieurs séquences différentes 

selon la famille de gènes impliqués. Ainsi on dénombre jusqu'à 55 séquences poùr le groupe 

des ABCs (Tableau 4.3). Les séquences Ta.2793.1.Sl_at et Ta 7999. 2. SJ_at, associées 

respectivement au groupe des MDRs et des ABCs ont montré des variations d'expression en 

réponse à J'AI. Dans les pointes de racines, l' expression de Ta. 2793.1.Sl_at est augmentée 

d'un facteur 7 chez le cultivar Atlas66 après une exposition à 50 µM d' Al et d'un facteur 4 

chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µM d' Al (Tableau 4.6). 

Pour la signalisation en réponse à l' auxine, j'ai identifié 5 groupes de gènes (AXRJ , 

TIRJ , ABPs, Rho/RACs et l' Ubiquitine ligase E3) qui sont représentés par un nombre de 
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séquences variant de 8 pour l'Ubiquitine ligase E3 et TIR] jusqu'à 18 séquences pour le 

groupe des ABPs (Tableau 4.4). Aucun des gènes identifiés n'a montré de variation 

d'expression en fonction d'une exposition à l' Al. Pour les gènes précoces induits par 

l' auxine, j'ai identifié 4 groupes de gènes : ARFs, AUXIIAAs, GH3s et les SAUR.s qui sont 

représentés par un nombre de séquences variant de 9 pour le groupe des GH3s, jusqu'à 22 

pour le groupe desAUXIIAAs (Tableau 4.5). La séquence Ta.6746.J.Sl_at associée au groupe 

des ARFs, et les séquences Ta.5490.2.Sl_at et Ta.5490.3.Sl_at associées au groupe des 

GH3s a montré des variations d'expression en fonction de l'Al. Dans les pointes de racines, 

l' expression de Ta.6746.1.SJ_at est augmentée d' un facteur 2.6 chez le cultivar Atlas66 après 

une exposition à 50 µMd' Al et d'un facteur 1.4 chez le cultivar Bounty après une exposition 

à 5 µM d'Al. L'expression de Ta.5490.2.SJ_at est augmentée d' un facteur 2.2 chez le 

cultivar Atlas66 après une exposition à 50 µM d' Al et d'un facteur 2.9 chez le cultivar 

Bounty après une exposition à 5 µM d'Al. L'expression de Ta.5490.3.Sl_at est augmentée 

d'un facteur 1.6 chez le cultivar Atlas66 après une exposition à 50 µMd' Al et d' un facteur 2 

chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µMd' Al (Tableau 4.6). 

Pour les gènes secondaires induits l' auxine, j 'ai sélectionné 6 gènes ou groupes de 

gènes ATP binding Kinase, Glutathione S-transferases (GSTs) , cystéine protéase, Heat shock 

protein (HSP) et des gènes possédant un DUF (Domain unknown fonction), DUF313 et DUF 

cytb561 qui sont représentés pour un nombre de séquences variant de 2 pour les cystéines 

protéase jusqu'à 60 séquences pour le groupe des GSTs (Tableau 4.7). Les séquences 

Ta.24150.1.SJ_at, Ta.3118.1.SJ_at, Ta.25382.1.Sl_at et Ta.8545.1.Sl_at, associées au 

groupe des GSTs ont montré des variations d'expression en fonction de !'Al. Dans les pointes 

de racines, l' expression de Ta.24150.1.Sl_at est augmentée d'un facteur 3 chez le cultivar 

Atlas66 après une exposition à 50 µM d' Al et d' un facteur 2.4 chez le cultivar Bounty après 

une exposition à 5 µM d'Al (Tableau 4.6). L'expression de Ta.3118.1.SJ_at est augmentée 

d' un facteur 2.5 chez le cultivar Atlas66 après une exposition à 50 µM d'Al et d' un facteur 

1.4 chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µM d' Al. L'expression de 

Ta.25382.1.Sl_at est augmentée d' un facteur 5 chez le cultivar Atlas66 après une exposition 

. à 50 µM d'Al et d' un facteur 6 chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µM d'Al. 

L'expression de Ta. 8545.1.Sl_at est augmentée d'un facteur 3 chez le cultivar Atlas66 après 
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une exposition à 50 µMd' Al et d'un facteur 1.7 chez le cultivar Bounty après une exposition 

à 5 µM d'Al. 

Toutes les séquences identifiées montrant une induction statistiquement significative 

(Tableau 4.6) en réponse à l' Al, ont fait l'objet d'une analyse bio-informatique similaire à 

celle utilisée dans la section 4.1, afin de dessiner des amorces pour effectuer le qRT-PCR 

(Tableau 3.3). Les critères nécessaires pour la production des amorces ont permis de 

sélectionner des amorces pour 8 des 14 gènes présentés dans le Tableau 4.6 (voir Tableau 

4.3). Cependant, les tests de validations pour ces gènes n'ont permis de valider des amorces 

que pour 4 de ces gènes (Tableau 4.6 et 4.8) car les séquences disponibles sont courtes et ne 

permettent pas de sélectionner de nouvelles amorces. Il sera nécessaire de cloner les gènes 

complets correspond<Utt à ces gènes afin de poursuivre leurs analyses 
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La séquence Ta. 7999.2.SJ_at, homologue à ABC a permis le dessin de 2 paires 

d ' amorces annotées ABC/ABC.A. Toutes les paires d' amorces utilisées pour le qRT-PCR 

sont accompagnées des compléments 'F' (Forward = sens) et 'R' (reverse = anti-sens). Les 

séquences Ta.6746.1.Sl_at et Ta.5490.2.SJ_at, qui sont homologues aux gènes ARF7 et GH3 

ont permis le dessin d'une seule paire d'amorces en suivant les restrictions du qRT-PCR, 

annotés GEN6 et GEN8 (Tableau 3.3 et Tableau 4.6). Cependant, seule la paire amorce 

ABC.A a été retenue selon les tests de spécificité et a montré une efficacité de 94 %. Les tests 

sur gel ou par la droite dérivée de la courbe de dissociation sur qRT-PCR n'ont pas permis de 

valider les autres amorces. Les gènes Ta.24150.1.SJ_at, Ta.3118.1.SJ_at, Ta.25382.1.SJ_at 

et Ta.8545.1.SJ_at, homologues aux GSTs ont été étudiés dans le cadre d' un autre projet 

(Houde et lguiliz, 2007). Deux des gènes homologues aux GST ont été associées de façon 

significative (Tableau 4.6) à la tolérance à l' Al sur la puce à ADN et l' expression 

différentielle du gène Ta.8545.1.Sl_at, a été testée par qRT-PCR. 

L' expression du gène ABC n'a pas montré de différence significative (Fig. 4.10). 

D' autre part, la_ séquence Ta.2793.1.SJ_at a été associée au gène AtMDRJ, dont l' expression 

inductible par l' Al a déjà été démontrée (Sasaki et al., 2002). Le profil d'expression de cette 

séquence n' a pas été poursuivi. Les transporteurs ABC (incluant les MDR) sont souvent 

induits par différents stress (Sasaki et al., 2002; Alvarado et al., 2004) et parfois associées à 

la résistance aux stress (Larsen et al. , 2005 ; Ito et Gray, 2006). Chez Arabidopsis, le mutant 

als3, conférant une plus grande sensibilité à l' Al, est le résultat de l' inactivation d'un gène 

transporteur ABC inductible par l' Al (Larsen et al. , 2005). 

Les séquences Ta.6746.1.Sl_at et Ta.5490.2.SJ_at, homologues aux gènes ARF et 

GH3, induites en réponse à J'AI selon la puce à ADN, mais ils n'ont pas pu être validés par 

qRT-PCR faute d' avoir pu dessiner des amorces spécifiques. Chez Arabidopsis, la mutation 

de ARF7 (connue comme nhp4/ar/7) et de ARF19 (ar/19), a été associée à une résistance à 

l'auxine et à l' éthylène dans les racines, indiquant ainsi leur importance dans les réponses 

croisées des deux hormones (Li et al., 2006). 
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GH3 est connu pour être inductible en réponse à l'auxine spécifiquement dans les 

racines (Gee et al., 1991). Des gènes présentant de fortes homologies avec les GH3 ont 

également montré une activité înactivatrice pour l'acide jasmonique. Ces gènes pourraient 

intervenir comme régulateurs de l'action de plusieurs hormones (Staswick et al., 2002). Ces 

deux gènes induits en réponse précoces à l'auxine semblent être impliqués dans une réponse 

de stress commun. Leur induction supporte les résultats antérieurs (Kollmeier et al 2000) 

indiquant qu'il y a une accumulation d'auxine dans les pointes racinaires en présence d' Al 

chez le blé tout comme chez Arabidopsis. Cette accumulation pourrait donc être associée à 

l' inhibition de croissance observée en réponse à l 'Al. 

Les analyses par qRT-PCR pour le gène Ta.8545.1.SJ_at, homologue à une GST, ont 

été réalisées en parallèle à ce projet par un autre étudiant (Houde et Iguiliz, 2007). 

L'expression de ce gène augmente par un facteur 2.8 dans les pointes ·de racines du cultivar 

Atlas66 entre les conditions non exposées et exposées à 50 µM d' Al pendant 24 h. 

L'expression de ce gène augmente d'un facteur 1.8 dans les pointes de racines d,u cultivar 

Bounty entre les conditions non exposées et exposées à 5 µM d' Al pendant 24 h. En 

complément d'expérience le ratio de transcrits entre le cultivar tolérant exposé à 50 µMd' Al 

et le cultivar sensible exposé à 5 µM d' Al a également été calculé. Le cultivar tolérant 

exprime 6.3 fois plus de transcrits que le cultivar sensible dans les mêmes conditions d'ICR 

(Houde et Iguiliz, 2007). Les GST sont des protéines multifonctionnelles, impliquées 

généralement dans la détoxification des xénobiotiques, ubiquitaires et codés par 

d'importantes familles de gènes (Frova, 2003). Certaines GST ont déjà été identifiées comme 

étant induites par l 'Al chez Arabidopsis (Richards et al., 1998), chez le tabac (Ezaki et al. , 

1995) et chez le blé (Snowden et al., 1995). Chez Arabidopsis, AtGSTF2 inductible par 

l'éthylène, a montré une induction à différents stress (dont l'auxine) chez le mutant insensible 

à l'éthylène etrl (Smith et al., 2003). L'induction de certaines GSTs semblent être liée aux 

voies de signalisation des deux hormones. Des études plus poussées · sur les isoformes 

potentielles identifiées dans cette étude devraient nous permettre de distinguer les différents 

gènes induits par l' Al et leur relations avec les voies de signalisation associées à l' auxine et à 

l' éthylène. 
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4.2.2 Réponses moléculaires associées à l'éthylène 

Dans la problématique liée à l'éthylène, d'autres isoformes des gènes Aco et Acs 

existent et auraient pu être détectées par les puces à ADN. Il en va de même pour plusieurs 

autres gènes impliqués dans la synthèse ou la signalisation de l'éthylène. C'est pourquoi, 

pour les gènes impliqués dans là synthèse de l'éthylène, j'ai sélectionné 4 gènes ou groupes 

de gènes : Aco, Acs, SAM décarboxylase (SAMd) et Ethylene-forming-enzyme (EFE) 

dioxygenase qui sont représentés par un nombre de séquences variant de l pour SAMd 

jusqu'à 16 pour le groupe des dioxygénases (Tableau 4.9). L'analyse de l'expression des 

gènes sur la puce à ADN a montré que les séquences Ta.28233.1.Sl_at, Ta.1827.3.Al_a_at, 

Ta.1827.1.Sl_x_at, associées aux EFE dioxygenases, et Ta.6797.1.Al_at associée au gène 

SAMd ont montré une variation d'expression en fonction de l' Al. Ta.28233.J.Sl _ at est 

augmentée d'un facteur 4.8 chez le cultivar Atlas66 après une exposition à 50 µM d' Al et 

d'un facteur 6.3 chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µM d'Al (Tableau 4.6). 

L'expression de Ta.1827.3.Al_a_at est augmentée d'un facteur 1.7 chez le cultivar Atlas66 

après une exposition à 50 µM d' Al et d'un facteur 3.8 chez le cultivar Bounty après une 

exposition à 5 µM d'AI. L'expression de Ta.1827.J.SJ_x_at est augmentée d'un facteur 1.7 

chez le cultivar Atlas66 après une exposition à 50 µM d'Al et d'un facteur 3.5 chez le 

cultivar Bounty après une exposition à 5 µM d'AI. L'expression de L'expression de 

Ta.6797.1.Al_at est augmentée d'un facteur 2.5 chez le cultivar Atlas66 après une exposition 

à 50 µMd' Al et d' un facteur 1.4 chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µMd' AI. 

Pour les gènes impliqués dans la signalisation de l'éthylène, j'ai identifié 7 groupes de 

gènes : CTRJ, HLSJ, ETR, Ethylene-response-elongation factor (EF), Ubiquitin-system-

proteasomique ( USP), ERF et EIUEIN qui sont représentés par un nombre de séquences 

variant de 3 pour Ethylene-response EF jusqu'à 18 séquences pour le groupe des ERF 

(Tableau 4.10). La séquence Ta.8281.1.SJ_at associée aux ERF, et plus spécifiquement à une 

EREBP, et a montré une variation d'expression en fonction de l' AI. L'expression de 

Ta.8281.1.Sl_at est augmenté d'un facteur 1.2 chez le cultivar Atlas66 après une exposition à 

50 µMd' Al et d'un facteur 2.6 chez le cultivar Bounty après une exposition à 5 µMd' AI. Les 
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gènes sélectionnés plus tôt représentant les gènes Aco et Acs n'ont montré aucune différence 

significative d'expression sous exposition à l' Al dans les pointes de racines (Tableau 4.6). 

Pour les autres gènes identifiées montrant une induction en réponse à l' Al sur les puces 

d'ADN, j'ai effectué une analyse bio-informatique similaire à celle utilisée dans la section 

4.1, pour dessiner des amorces en suivant les restrictions du qRÎ-PCR. Pour les 5 autres 

gènes associés à la synthèse de l'éthylène ou sa signalisation, nous avons élaboré des amorces 

par bio-informatique (Tableau 3.3 et 4.6). 

Les séquences Ta.28233.1.SJ _at, Ta.1827.1.S1 _x _at, Ta. 1827.3.Al _a_ at, 

Ta.6797.1 .AJ_at, Ta.8281.1.Sl_at, qui sont homologues respectivement à 3 dioxygenases, 

SAMd et à EREBP. Ta.28233.1.Sl_at, Ta.1827.1.Sl_x_at, . Ta.1827.3.Al a at et 

Ta.6797. 1.Al at ont permis le dessin de 2 paires d'amorces annotées GENl/GENl.A, 

GEN2/GEN2.A, GEN3/GEN3.A et SAM/SAM.A respectivement. Ta.8281.1.Sl_at n'a 

permis de dessiner qu'une seule paire d'amorce annotée EREBP (Tableau 3.3 et Tableau 4.6). 

Par contre, les restrictions du qRT-PCR, associées à la nature de ces séquences (trop petites) 

n'ont pas permis l'élaboration de nouvelles amorces. Les tests sur gel et par la droite dérivée 

de la courbe de dissociation sur qRT-PCR n'ont pas permis de valider EREBP. Les paires 

amorces GENI.A, GEN2.A et SAM.A ont été validées par les tests de spécificité et ont 

montré une efficacité de 99.1 %, 99.5 % et 99.8 % respectivement (Tableau 4.2). 
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L'expression du gène SAMd n'a pas montré de différence significative (Fig. 4.10). 

L'expression des deux EFE dioxygénases, ont montré une induction significative entre 2 et 3 

fois pour une exposition de 5 et 50 µM d 'Al pendant 24 heures pour les cultivars sensibles et 

tolérants respectivement (Fig. 4.11). 

L'induction des EFE dioxygenases suggèrent que l'éthylène pourrait être produite en 

réponse à l 'Al par cette voie plutôt que par les gènes Acs et Aco testés plus tôt dans nos 

expériences. Cependant les profils d'expression de ces EFE dioxygénases montrent qu'il n'y 

a pas de différence entre les cultivars sensibles et tolérants . et sont donc associés à une 

réponse commune. 

L'analyse de la puce à ADN a montré que le gène Ta.8281.1.SJ_at, associée à un 

EREBP, serait induit uniquement chez le cultivar sensible exposé à l' Al. Chez Arabidopsis, la 

famille des EREBP annotées AtEBP, est composée par 4 gènes identifiés (AtEBP 1 à 4). 

L'activation des AtEBP est connue pour provoquer l' inhibition de l'élongation cellulaire 

(Alonso et al., 2003). D'autre part la surexpression de AtEBPJ a permis d'éliminer la mort 

cellulaire induite (Ogawa et al., 2005). Suivant ce modèle EREBP aurait une fonction 

inhibitrice de l'élongation cellulaire tout en bloquant l'apparition de la mort cellulaire. 

L'implication de ce gène supporterait l'hypothèse évoquée par Delisle et al., (2001) évoquant 

la mort cellulaire comme un moyen de détoxifier les tissus des xénobiotiques chez les 

cultivars tolérants ( en l'occurrence l 'Al) puisque la mort cellulaire est inhibée chez le cultivar 

sensible. Cependant, le profil d'expression de ce gène n'a pu être validé faute d'avoir pu 

dessiner des amorces spécifiques. Il est donc nécessaire de poursuivre l'analyse de ce gène 

afin de confirmer les résultats présents par qRT-PCR. 
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Figure 4.11 : Profil d'expression relatif des deux EFE dioxygéTJases, GENJ et GEN2, par 
qRT-PCR en fonction de la concentration d' Al pour les cultivars Atlas66 et Bounty exposé à 
l' Al pendant 24 h. 
Les résultats pour les cultivars Atlas66 et Bounty sont représentés par les histogrammes bleus 

· et oranges respectivement. Ces résultats soni exprimés en unité relative au point Atlas66 0 
µM qui représente un niveau relatif ajusté à 1. I1s sont tirés des analyses faites par qRT-PCR 
avec les amorces GEN1.A et GEN2.A (voir Tableau 3.3). Les expériences ont été réalisé en 
tripplicatat (*** P<0.001; ** P<0.01 ; * P>0.05). 
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4.3 Évaluation de la toxicité de I' Al sur des racines de plantes mutantes 

d 'Arahidopsis 

L'inhibition du transport de l'auxine par l' Al provoque l'accumulation d'auxine 

(Hasenstein et Evans, 1988; Kollmeier et al., 2000), et pourrait être responsable de 

l'inhibition de croissance. Des mutants résistants à l'auxine ont été utilisés pour vérifier si 

l'arrêt de croissance causé par l 'Al pouvait être dû à une accumulation d'auxine ou 

d'éthylène. Si c'est le cas, les mutants résistants à l'auxine devraient être résistants à l' Al. Les 

mutants auxl-7, eirl-1, tirl-1 et axrl-3 sont tous résistants à des apports exogènes d'auxine 

(Bennet et al., 1996; Rahman et al., 2001; Ruegger et al., 1998). À l'exception de tir 1-1, ils 

sont aussi tous résistants à l'éthylène (Rahman et al., 2001). Les mutants auxl-7, axrl-3 et 

tirl-1 ont montré une aptitude à résister au stress salin (Cao et al., 1993; He et al., 2005). Le 

mutant auxl-7 a montré également une capacité à résister à la privation de Fe (Schmidt et 

Schikora, 2001). Les mutants auxl-7 et eirl-1 sont le résultat de l'altération des gènes AUXI 

et PIN2 reconnus pour être les protéines responsables de l'influx et de l'effiux de l'auxine 

dans les cellules. Les mutants tirl-1 et axrl-3 sont des mutations sur les gènes TIR] etAXRJ, 

·impliqués dans les mécanismes d'activation de l 'ubiquitination (Ruegger et al., 1998 ; Leyser 

et al., 1993 ). La corrélation des expériences faites à l'aide de ces mutants en fonction de 

différents stress montre que les voies de réponses aux stress peuvent être activées par les 

voies associées tant à l'auxine qu'à l'éthylène. Les résultats obtenus, à partir de plusieurs 

mutants, permettront de déterminer si la sensibilité à l' Al emprunte une de ces voies. Il parait 

donc intéressant de mesurer la croissance des racines chez les mutants aux]- 7, eir 1-1, tir 1-1 

et axr 1-3 exposés à des concentrations inhibitrices d' Al. 

On a donc mis au point un milieu de culture adapté à la mesure de pointe de racines 

d'Arabidopsis. Il a été nécessaire de trouver un moyen de mesurer les pointes de racines 

d'Arabidopsis sur milieux solides stériles contant de J'AI. Nous avons donc combiné les 

approches méthodologiques de Larsen et al. ( 1996) et le protocole de mesure de pointes de 

racines sur Pétri (Weigel et al., 2002), pour élaborer ce nouveau modèle de mesure (voir 

matériels et méthode et Fig. 3 .1 ). 
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On a effectué des mesures pour des concentrations d' Al dans les milieux de cultures 

allant de 0 à 150 µM. Les plantules d'Arabidopsis ont été étalés à raison de 20-30 par pétri. 

Des photos des Pétri ont été relevés au jour 4 et 6 de croissance. La superposition des images 

obtenues à permis de mesurer la croissance entre le jour 4 et le jour 6 à l' aide du logiciel 

JmageJ. Les mesures obtenues ont été normalisées à 100 % pour chaque cultivar 

d'Arabidopsis exposé à 0 µM d'Al série par série. Les données ont été cumulées et ont été 

analysées par le test ANOVA à l'aide du logiciel Graph lnstat 3. 

La figure 4.12 montre les mesures des pointes de racmes pour chaque variété 

d'Arabidopsis. Nous avons constaté que les pointes de racines du contrôle Co!0 exposées à 

50, 100 et 150 µM ont eu une croissance à 80 % 55 % et 34 % du témoin sans Al, 

respectivement. Les résultats sur ColO ont montré que ce modèle de mesure permettait de 

suivre l'inhibition de croissance des racines exposées à !'Al sur milieux de culture pour 

Arabidopsis. 

Pour eirl-1, tirl-1 et axrl-3, on n'a trouvé aucune différence significative dans les ICR 

en comparaison avec le contrôle Col-0 . Pour auxl- 7, nous avons constaté une différence 

significative entre les points 0 et 25 µM d'exposition à l' Al. De plus, aucune différence 

significative n' a pu être montrée entre les points d'exposition à 25, 50, 100 et 150 µM 

d'exposition. Les résultats ont montré que seul auxl-7 se comportait différemment de ColO. 

Cependant auxl-7 ne fait que montrer une sensibilité précoce dans l' inhibition de croissance 

puisque son ICR n ' est pas significativement différente de Col0 à 100 et 150 µM (Tableau 

4.11 ). Il est à noter que pour 50 % d'ICR les 4 mutants et le témoin ne sont pas 

significativement différents (Tableau 4.11 ). 

Les propriétés de résistance à l'auxine n'ont donc pas permis aux mutants de résister à 

l'inhibition de croissance causée par l 'Al. Les mécanismes de toxicité de l' Al se distinguent 

donc de ceux imposés par la privation de Fe, l'ajout exogène en excès de sels, d'éthylène et 

d'auxine (Cao et al. , 1993; He et al., 2005; Schmidt et Schikora, 2001). Les résultats 

démontrent que l'arrêt de la croissance causée par l' Al n'est pas simplement provoqué par 

une accumulation d'auxine ou d'éthylène, et que d'autres facteurs sont impliqués. 
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Figure 4.12: Courbes d'inhibition de croissance des mutants d'Arabidopsis exposés à 
différ.entes concentrations d' AI. 
Les points représentent des pourcentages de croissances (indiqués en ordonnée) en fonction 
de la concentration d'AI (en abscisse)+ SE (n>40). 



105 

Tableau 4.11 Pourcentage de croissance des racines d'Arahidopsis en fonction de la 
concentration d'aluminium dans les milieux. 

Ce tableau donne le pourcentage de croissance+ SE (n> 40) de Col0, auxl~7, eirl-1, tirl-1 et 
axr 1-3 en fonction de 1a concentration d' Al présente dans ]es milieux de culture. Les valeurs 
ont été normalisées à 100 % pour l' exposition à 0 µM d' Al. 

Nom des % de croissance en fonction de la concentration d' Al ( µ.M) 

lignées 0 25 50 100 150 

CoJ-0 100±26.54 96.41±26.64 78.91±26.23 55.12±21.23 37.77±19.17 

auxl-7 100±36.65 73.6011±32.67 66.27±29.74 65.52±30.73 53.48±28.94 

eirl-1 100±33.65 96.25±37.41 85.41±34.14 82.40±33.32 53.08±25.03 

tirl-1 100±30.66 93.25±43.56 81.10±32.64 73.09±32.99 44.19±16.51 

axrl-3 100±32.94 100.3±48.48 88.51±31.29 68.09±26.26 43.84±20. 78 



5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Il est connu que l' Al inhibe le transport de l' auxine dans la zone de transition distale 

(Hasenstein et Evans, 1998; Kollmeier et al., 2000). Nous avons postulé que l' auxine 

s'accumulait à dose toxique inhibitrice pour la croissance des racines. Chez un cultivar de blé 

tolérant à I ' Al, la mort cellulaire a été détectée sur les racines exposées à 50 µM d' Al alors 

que chez un cultivar blé sensible la mort cellulaire n' a pas été détectée sur les racines· 

exposées à 5 µM d' Al causant une même ICR de 50 % (Delisle et al., 2001). Nous avons 

postulé que la mort cellulaire, induite de manière différente suivant la sensibilité des cultivars 

à l' Al, était provoquée par la synthèse d' éthylène. Nous avons donc étudié l' expression des 

gènes de synthèse de l' éthylène sur les pointes de racines de cultivars sensibles et tolérants 

exposés à l 'Al. Enfin, les résultats d'une puce à ADN, nous ont permis d'évaluer 

l'implication de différentes voies de signalisation et d' induction de l' auxine et de l'éthylène 

dans les mécanismes de toxicité et de tolérance à l' Al en comparant l' expression de gènes 

d' intérêt. Pour évaluer la possibilité qu'une dose inhibitrice d' auxine ou d' éthylène pourrait 

être responsable de l' arrêt de croissance, nous avons testé l'effet de l' Al sur des plantes 

mutantes d'Arabidopsis résistantes aux doses toxiques d' auxine et d' éthylène (Pickett et al. , 

1990; Rahman et al., 2001). 

L ' éthylène est impliqué dans la mort cellulaire pour différents stress biotiques et 

abiotiques. Une augmentation de production de cette hormone est parfois liée à une 

augmentation d' auxine ou peut être activée indépendamment. Toutefois, cette production est 

généralement liée à une augmentation de transcription des gènes impliqués dans sa synthèse, 

soit les gènes de I 'ACC synthase (Acs) et l 'ACC oxydase (Aco ). Nous n'avons observé aucun 

changement dans l'expression de ces transcrits chez la variété de blé tolérante à l' AI après 6 

heures ( avant -la mort cellulaire) ou 24 heures d'exposition à I' Al. Par contre une 

augmentation transitoire d' un facteur 3 a été observé pour le transcrit Aco à forte 

concentration d' Al chez la variété sensible à l' Al. L'analyse par puce d'ADN nous a permis 

d'identifier deux dioxygénases dont l'expression augmente entre 2 et 3 fois chez les deux 

cultivars. Ces enzymes sont peu caractérisés mais elles pourraient être impliquées dans une 
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augmentation de la synthèse de l'éthylène en réponse à I' Al. Une caractérisation détaillée de 

ces gènes serait nécessaire pour démontrer leur rôle dans la synthèse d'éthylène. 

L'analyse par puce d'ADN a également permis d'identifier un transcrit codant pour une 

EREBP (ethylene responsive element binding protein) qui est exprimé plus fortement (2.6 X) 

chez la variété sensible mais son expression ne varie pas chez la variété tolérante. Une 

protéine de cette classe a été impliquée comme répresseur de la mort cellulaire. La 

surexpression d'un tel facteur pourrait expliquer l'absence de mort cellulaire observée à une 

ICR de 50 % chez le blé sensible. La séquence complète de ce gène devrait être clonée afin 

de pouvoir poursuivre sa caractérisation. 

L'analyse par puce à ADN a permis d'identifier deux gènes homologues de gènes 

précoces induits en réponse à l'auxine GH3 et ARF suggérant que l'auxine s'accumule chez 

le blé tout comme chez Arabidopsis en réponse à une exposition à I' Al. Malheureus.ement, les 

profils d'expression n'ont pu être validés car il n'a pas été possible de concevoir des amorces 

spécifiques pour le qRT-PCR. Les ARF sont reconnus pour lier des «Auxine Response 

elements» et pourraient être impliqués dans l'induction de différents gènes associés au stress 

ou à la tolérance à I' Al. L'identification de gènes associés à la tolérance, tel que la GST, 

suggère que ces gènes pourraient avoir une réponse différente entre les cultivars.. La 

caractérisation du promoteur de ces gènes pourrait permettre de mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires ainsi que les voies de signalisation impliquées. 

Sur la base des résultats obtenus concernant la croissance des plantes mutantes 

d'Arabidopsis exposées à I' Al, nous avons conclu que l'inhibition de croissance provoquée 

par J'AI n'était pas due à l'accumulation toxique d'auxine ou d'éthylène dans les pointes. Les 

mutants auxl-7, axrl-3, eirl-1 et tirl-1 résistants à l'auxine, n'ont pas montré une croissance 

améliorée en comparaison du témoin sauvage lorsque les plantes ont été exposées aux effets 

toxiques del' Al. Ces mutants auraient eu une meilleure croissance, si l'auxine accumulée, via 

une dose toxique, provoquait l'inhibition de croissance dans les pointes de racines. Par 

contre, ces études ne permettent pas de déterminer si une carence en auxine dans certaines 

régions pourrait être responsable de l'inhibition de croissance causée par I' Al. L'application 
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exogène d'une auxine lipophile telle le Nl-AA à des concentrations différentes permettrait de 

vérifier cette possibilité. En parallèle, l'analyse de plantes mütantes chezArabidopsis pour les 

gènes impliqués dans les voies de signalisation de l'éthylène ( etr 1, Gambie et al., 1998 ; ctr 1, 

Kieber et al., 1993; les knockout de EREBP EDF, Alonso et al., 2003; hls1, Guzman et 

Ecker, 1990) pourra être poursuivie afin de comprendre les différences observées dans 

l'induction de la mort cellulaire par 1.' Al. 

D'une manière plus globale, dans les expériences portant sur les marqueurs 

moléculaires chez le blé ou pour les mutants d'Arabidopsis, il sera possible d'ajouter des 

inhibiteurs de la synthèse (aminoethoxyvinyl-glycine (AVG); Co2+,) ou de la signalisation 

(Ag+, 2,5-norbomadiene (NBD)) de l' éthylène afin d'affiner les voies moléculaires associées 

aux mécanismes de toxicité et de tolérance à l' Al. 
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