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AA Acides aminés

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNc ADN complémentaire

ADNr ADN ribosomique

ARN Acide ribonucléique

ARNmM ARN messager

ARNr ARN ribosomique

Cd Cadmium

CDF Cation Diffusion Facilitator

Co Cobalt

Cu Cuivre

DNase Désoxyribonucléase

dNTP 2’-déoxynucléoside 5'-trisphosphate
EDTA Acide Ethylénediamine tétraacétique
EST Expressed Sequence Tag

Fe Fer

FOA acide 5-fluoro-orotique

FPGN Fond Pédo-Géochimique Naturel
IRT Iron-Regulated Transporter

kb kilobase

Mn Manganéese

Ni Nickel

pb paire de base

PCR Réaction de Polymérisation en Chaine
rpm rotation par minute

RT Réverse Transcription

RT-PCR Réverse Transcription de ’ARN suivie d’'une PCR
ZIP ZRT-IRT-like proteins

Zn zinc

ZRT zinc-regulated transporter
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Résumé

La pollution par les métaux lourds entraine des conséquences néfastes pour les sols et pour les
communautés qui les colonisent. Afin d'étudier la diversité des mécanismes moléculaires mis en jeu par ces
organismes en réponse au stress métallique, deux approches différentes ont été menées.

Premierement, une approche ciblée de caractérisation fonctionnelle de génes impliqués dans
I’lhoméostasie et la tolérance au zinc a été menéelamaria bicolor, un champignon ectomycorhizien
modéele a forte valeur économique ajoutée. L’homéostasie et la tolérance au zinc sont essentiellement liées a
I'activité des transporteurs des familles ZIP (Zrt-, Irt- related Protein) et CDF (Cation Diffusion Facilitator).
Une étude phylogénétique a permis de mettre en évidence une expansion du nombre de génes appartenant
ces deux familles dans le génomelLddicolor, comparé a celui d8. cerevisiaelLe niveau d'expression de
ces différents genes a ensuite été étudié dans différents tissus fongiques ou en présence de différentes
concentrations en zinc. L'étude s’est poursuivie par la caractérisation fonctionnelle et la localisation
subcellulaire de plusieurs membres CDF et ZIP. L’ensemble de ces analyses ont permis d'affiner fortement
les connaissances dans le domaine de I'homéostasie et de la tolérance au zinc chez les champignons
ectomycorhiziens.

Enfin, une approche expérimentale innovante de métatranscriptomique a également été utilisée. Cette
étude du métatranscriptome a permis la comparaison de fonctions exprimées au sein de communautés de
microorganismes eucaryotes colonisant des sols d'intérét (contaminé, anciennement contaminé et non
contaminé par des métaux lourds). Des banques environnementales d’ADNc construites a partir des ARN
messagers extraits directement de ces sols ont été criblées par complémentation fonctionnelle de mutants de
levures sensibles au zinc. Cette étude a permis lidentification de nouveaux génes et de nouveaux
mécanismes impliqués dans la résistance au zinc. La mise au point de cette approche ouvre de nouvelles
perspectives intéressantes au niveau de la recherche fondamentale mais aussi de la recherche appliquée e
permettant la détection de génes d'intérét, que I'organisme soit cultivable ou non.

Mots-clés : diversité moléculaire, métatranscriptome, métaux lourds, homéostasie, Laccaria bicolor
tolérance au zinc.

Abstract

Heavy metal pollution leads to harmful impacts on lands and their associated communities. In order
to study the diversity of the molecular determinants involved in metal tolerance by these organisms, two
different strategies were employed.

First, the mechanisms involved in zinc homeostasis and tolerance were studied by functional
characterization of selected genesatcaria bicolor an ectomycorrhizal model fungus with high economic
value. Zinc homeostasis and tolerance mechanisms are mainly achieve d through the intracellular traffic of
zinc mediated by transporters belonging to the ZIP (Zrt-, Irt- related Protein) and CDF (Cation Diffusion
Facilitator) families. Phylogenetic analyses revealed an expansion of both CDF and ZIP gene numbers in the
genome oL. bicolor, when compared to that 8f cerevisiacGene expression was also studied in different
fungal tissues or under different zinc concentrations in the culture medium. Moreover, the functional
characterization of several CDF and ZIP members was performed, as well as their subcellular localization.
These data allowed us to refine the knowledge on the molecular mechanisms involved in both zinc
homeostasis and tolerance in ectomycorrhizal fungi.

Finally, an innovative experimental approach of metatranscriptomics was used. The study of the soil
metatranscriptome from eukaryotes allows the comparison of functions expressed in eukaryotic communities
colonizing different types of soil (contaminated, formerly contaminated, or non-contaminated by heavy
metals). Environmental cDNA libraries constructed from mRNA extracted directly from these soils were
screened by functional complementation of yeast mutants sensitive to zinc. This study allowed the
identification of new genes and new mechanisms involved in zinc resistance. The development of this
approach opens new insights into both fundamental and applied research for the detection of genes of
interest, whatever the organism is cultivable or not.

Keywords: molecular diversity, metatranscriptome, heavy metal, homeostasis, Laccaria taaudor
tolerance.
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De nos jours, les écosystemes subissent de plus en plus de pressions anthropiques qui
bouleversent drastiquement leur fonctionnement. L'urbanisation ainsi que I'industrialisation a
outrance sont le fer de lance de ces pressions et, de fait, il est intéressant d’analyser une
résultante de ceci, la pollution des sols aux métaux lourds. L’accumulation de ceux-ci va en
effet perturber et modifier I'environnement et ses habitats écologiques (Barba-Brioso et al.,
2010; Ernest et al., 2008; Serhal et al., 2009; Zheng et al., 2008). A long terme, une pollution
va modifier I'écosysteme et donc la dominance des espéces en son sein (Blaudez et al., 2000;
Colpaert et al., 2005). En terme de population, on observe des disparitions, des diminutions

voire méme des apparitions de certaines especes (Amaral Zettler et al., 2002)

Lors de cette these, nous nous sommes consacrés a un metal lourd particulier, le zinc. Nous
avons étudié les réponses adaptatives de microorganismes eucaryotes de sols soumis ou non a

une pollution par ce métal.

Les microorganismes eucaryotes sont essentiels a ces sols. Les champignons, par exemple,
sont importants tant du point de vue de leur capacité de décomposition de la matiére
organique qu’a celui de leur interactions positives (symbioses mycorhiziennes) ou négative
(pathogénes) avec les autres organismes terrestres. Les progrés en écologie moléculaire
microbienne ont conduit a identifier de nhombreuses nouvelles espéces de microorganismes
dont les conditions correctes de culture n’ont pas encore été découvertes (Hugenholtz et Pace,
1996). Parmi ces microorganismes, on retrouve des eucaryotes (Amaral Zettler et al., 2002)
qui peuvent parfois constituer une fraction trés importante de la biomasse microbienne des

sols (Hogberg et Hogberg, 2002).

Pour réaliser notre objectif d’étude de l'adaptation de microorganismes eucaryotes a une
pollution métalligue donnée, nous avons choisi une approche innovante, la
meétatranscriptomique. Ainsi nous ne limitons pas notre étude a une ou plusieurs especes
modeles mais nous englobons I'ensemble des microorganismes eucaryotes des sols chaisis,
gue ces organismes soient connus ou inconnus, cultivables ou non. Ce type d’approche, déja
utilisée avec succes pour I'étude de microorganismes procaryotes de I'environnement terrestre
(Leininger et al., 2006; Urich et al., 2008) ou marins (Frias-Lopez et al., 2008; Gilbert et al.,
2008; Poretsky et al.,, 2009a et b), semble peu appropriées a l'étude des eucaryotes.
Néanmoins notre laboratoire partenaire lors de cette thése (équipe symbiose mycorhizienne

dirigée par Roland Marmeisse, UMR 5557 CNRS-Université Lyon 1) a mis au point un



éventail de technigues pour l'étude d'une communauté de microorganismes eucaryotes
telluriques (Bailly et al., 2007). Les objectifs spécifiqgues du projet de thése sont décrits ci-

dessous.

1) Métatranscritomigque :

Le premier objectif de cette these fut d’étudier I'adaptation de microorganismes eucaryotes a
une pollution métallique des sols, et plus particulierement une pollution au zinc. Trois sols

furent utilisés : un sol pollué, un sol anciennement pollué et un sol non pollué par le zinc.

Pour réaliser cet objectif, une approche innovante, la métatranscriptomique (approche dite
« globale »), a été utilisée. Pour chaque sol, et donc chaque communauté de microorganismes
eucaryotes qui en est issue, une banque d’ADNCc a été construite. Ces banques ont été criblées
pour des genes conférant une résistance au stress meétallique par complémentation
fonctionnelle de mutants de levure sensibles au zinc. Les résultats de cette étude valident la
meéthode qui ouvre une nouvelle voie de recherche de nouvelles biomolécules intervenant

dans 'adaptation a des conditions environnementales définies.

2) Etude phylogénétique et caractérisation fonctionnelle de transporteurs de zinc des familles

ZIP et CDF chez Laccaria bicolor

Le deuxieme objectif de cette thése fut une approche « ciblée » qui nous a conduits a étudier
’lhoméostasie et la tolérance au zinc chez le champignon ectomycorhizien Laccaria bicolor.
Ce dernier est un organisme d’intérét économique important, car utilisé en pépiniére pour
inoculer les pins Douglas, et est un modele de choix au sein de I'unité UMR1136 ou la thése a
eut lieu. De plusl.accaria bicolorest le premier champignon mycorhizien dont le génome a

éteé séquenceé (Martin et al., 2008)
Dans un premier temps, nous avons étudié le potentiel génétique de Laccaria bicolor

En se basant a la fois sur I'annotation des modeles de génes identifiés apres le séquencage du
génome dé.accaria bicoloret sur I'appartenance de ces genes de transporteurs aux familles
ZIP et CDF (regroupant les principaux transporteurs de zinc chez les cellules eucaryotes), des
géenes codant des transporteurs d’'intérét ont été clonés. Leur expression, en fonction de la
concentration de zinc dans le milieu et/ou du tissu fongique cibl€, ainsi que leur potentialité a
complémenter une souche mutante de levure, ont été étudiées en vue de leur caractérisation

3



fonctionnelle. Cette derniére fut complétée par la localisation de ces transporteurs par fusion

GFP dans un organisme hétérologue, la levure.

Avant de présenter les résultats des expériences correspondant a ces deux obijectifs, un bilan
de nos connaissances concernant les différentes facettes de cette thése est présenté.

Ainsi, dans un premier temps nous aborderons le theme des métaux lourds, évoquant leur
origine, leur toxicité et les moyens mis en ceuvre par les organismes pour la contrer. Une
deuxieme partie traitera de la symbiose mycorhizienne, de ses apports aux deux partenaires et
de [l'organisme « modele »Laccaria bicolor Enfin, nous finirons cette synthese
bibliographique par une introduction & cette approche innovante qu'est la

métatranscriptomique.
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Figure 1 :Tableau périodique des éléments de Mende

Les lignes violettes délimitent les métaux des métalloides -métaux. Les métaux avec
fond turquoise sont souvent des polluants des écosystenpeuvent étr toxiques pour
’lhomme et son environneme



|.1. Les éléments traces :

[.1.1. Généralités :

La classification des périodiques des éléments chimiques selon Mendeleiev regroupe des

métaux et des non métaux. Ces deux groupes présentent des propriétés physiques et

chimiques différentes.

Les métaux sont d’excellents conducteurs électriques et participent aux réactions sous forme

de cations. Parmi les 112 éléments du tableau périodique de Mendeleiev (figure 1), 88 sont

considérés comme des métaux. On les retrouve dans 4 groupes dans la table périodique des

éléments :

Les métaux alcalins (la premiere colonne excepté I'hydrogene) : Les métaux alcalins
sont des métaux mous, a bas point de fusion et de faible densité. Leur configuration
électronique est caractérisée par la présence d'un électron un@uéacilement

perdu pour retrouver la configuration du gaz noble de la période précédente : les
métaux alcalins forment donc trés facilement des cations. lls forment principalement
des liaisons ioniques.

Les alcalino-terreux (deuxieme colonne) : ils présentent des caractéres identiqgues aux
meétaux alcalins, bien que de maniere plus atténuée. Les éléments de cette série
possedent deux électrons dans leur couche de valence, et leur configuration
électronique la plus stable s'obtient par la perte de ces deux électrons pour former un
cation divalent.

Les métaux de transition (€léments des colonnes llla & IIb) : Contrairement aux deux
groupes ci-dessus, les métaux de transition peuvent former des ions avec une grande
variété d'états d’oxydation. Les métaux de transition ont en général une densité ainsi
gu'une température de fusion élévée (sauf exception, notamment le mercure qui est
liquide au-dessus de -38,8°C). Ces propriétés proviennent de la capacité des électrons
de la sous-couché a se délocaliser dans le réseau métallique. Dans les substances
métalliques, plus le nombre d'électrons partagés entre les noyaux est grand, plus
grande est la cohésion du métal.

Les « métaux pauvres » ou métaux du bloc « p » : il s'agit des éléments suivants : Al,

Ga, In, Sn, Tl, Pb, Bi. Hormis I'aluminium, ils sont plutét mous, avec une température



Tableau |: Nombre de publications recensées sur la base de données SCOPUS
(http://www.scopus.com/scopus/home)udrs de recherches par année avec les mots clés
« Heavy Metal » ou « Trace Element ».

Nombre de publications
Année de publication Heavy Metal Trace Element
2000 286 160
2001 303 160
2002 261 143
2003 299 139
2004 294 180
2005 384 163
2006 392 157
2007 465 170
2008 514 203
2009 546 215
jui-10 295 143
Total 4039 1833




de fusion inférieure a celle des métaux de transition ainsi qu'une électronégativité plus

élevée.

[.1.2. La notion de « métal lourd » :

L’appellation « métal lourd » est souvent décriée. Ainsi, pour Hodson (2004), c’est un terme
imprécis utilisé pour désigner des éléments métalliques ayant un effet néfaste sur
I'environnement. Ce terme est souvent mal défini, en effet on peut trouver une multitude de
définitions souvent contradictoires basées sur la densité, le poids atomique, le numéro
atomique ou d'autres propriétés des éléments ou leurs composés (Hodson, 2004).
L'appellation « métal lourd » est frequemment utilisée dans la désignation de micropolluants
minéraux dont la masse atomique élevée (> 100) (figure 1) ou de masse volumique supérieure

a 5g/ml et pouvant former des précipités insolubles avec les sulfures (Wang et Chen, 2006).

Cette dénomination a été tres souvent décriée. En effet, celle-ci peut apparaitre mal appropriée
car elle fait souvent référence indistinctement a des métaux n’ayant pas nécessairement ces
propriétés qu'a des éléments non métalliques (As, Se, ...). De plus, certains éléments
concernés par ce terme sont des oligo-éléments (Cu, Zn, Ni, Co, ...) essentiels a la vie en
faible teneur mais devenant toxiques a plus forte concentration. Les oligo-éléments rendent le
terme polluant non convenable. Certains métaux, comme le mercure, n'ont, méme a faible

teneur, aucune fonction biologique connue a ce jour (Sinicropi et al., 2010).

Certains auteurs ont proposé le terme « élément trace », afin de regrouper les vrais métaux
lourds et les éléments qui s’en rapprochent physiquement et chimiquement. Néanmoins, selon
les disciplines scientifiques concernées, ce terme a une signification différente. Ainsi, en

biologie, un élément est dit « trace » lorsque sa concentration est inférieure a 0.1%0 dans les
étres vivants. L’azote et le carbone sont donc des éléments majeurs chez les animaux et les
plantes, et, I'aluminium, le manganése et le fer y sont des éléments traces. Mais, en pédologie,
un élément est dit « trace » lorsque sa concentration est inférieure a 1%. en moyenne dans la
crolte terrestre, inversant les qualificatifs majeurs et mineurs pour les éléments cités ci-

dessus.

Comme illustré dans le tableau I, le terme de « métal lourd » est fortement établi dans la

littérature en biologie et regroupe a la fois les vrais métaux lourds, les métaux de faible masse



Tableau Il : Classification des oligo-éléments et des contaminants stricts chez 'homme et
chez les plantes supérieures (modifié d'aprés Bargagli, 1998).

Pour I'homme
Oligo-éléments a risque élevé de carence Cu, Zn, Se, Cr, Mo
Oligo-éléments a faible risque de carence Ni, Co, As

Contaminants stricts Pb, Cd, Hg, Tl

Pour les plantes supérieures (Bargagli, 1998)

Eléments essentiels B, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn

Eléments bénéfiques Cl, Cr, F, 1, Li, Na, Ni, Rb, Se, Si, Sr, Ti, V
Contaminants stricts Br, Cd, Pb, Hg
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atomique (Cr, Co, Ni, Cu) ainsi que certains métalloides (Se, As). Nous l'utiliserons donc

dans la suite de ce mémoire.

[.1.3. Notion d’élément essentiel :

La notion d'élément minéral essentiel a été proposée par Arnon & Stout en 1939. Pour qu’un
elément soit considéré comme essentiel, il faut qu'il remplisse trois conditions :

* un autre élément ne peut remplacer sa fonction

e en son absence, un organisme donné ne peut réaliser son cycle de vie

* il est impliqué directement dans le métabolisme de I'organisme, en tant que cofacteur

d'enzymes par exemple, ou bien nécessaire dans une réaction enzymatique.

Ainsi, des éléments minéraux qui contrebalanceraient les effets toxiques d'autres éléments ou
qui tout simplement remplaceraient des éléments essentiels dans certaines de leurs fonctions
sont considérés comme des éléments « bénéfiques », et non « essentiels » (Sinicropi et al.,
2010). Un élément, essentiel ou non, peut devenir toxiqgue des que sa concentration dépasse,
dans l'organisme, une valeur seuil (Rusyniak et al., 2010). Cette valeur varie hotamment en
fonction de l'organisme, du tissu et de la nature de I'élément. Selon l'importance de I'élément
dans les besoins de la croissance de I'organisme considéré, on distingue le terme de macro-
éléments et de celui de micro-éléments. Chez les animaux, les éléments essentiels sont : As,
Cl, Cu, Co, Cr, F, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Se, Sn, V et Zn. En ce qui concerne les hommes et les
plantes supérieures, ces éléments sont regroupés dans le tableau Il. L'importance d’'un
élément considéré varie donc suivant I'espece étudiée. Les progrés croissant de la chimie
analytique, et en particulier dans la purification des composés chimiques, ont permis de
dresser une premiére liste d'éléments essentiels qui évoluent depuis le milieu du XIXe siecle,
et qui devra inclure d’ici quelques années des éléments qui ne sont essentiels qu'a de tres

faibles concentrations.

1.1.4. Origines dans le sol et pollution environnementale :

Les métaux lourds dans les sols proviennent en partie de I'allocation de la roche méere mais
aussi de sources externes au sol : dépots atmosphériques, épandages d'engrais et autres

activités humaines (agricoles, domestiques et industrielles).
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Tableau Il : Teneur totales (en mg kg M®u g kg MS' pour le fer) en métaux lourds dans

des sols francais. Population générale est de 815 échantillons ; horizons notoirement
contaminés exclus. a : ce seuil, proposé par Godin en 1984 pour le cobalt, n'a pas été retenu
dans la norme frangaise. (modifié d'aprés Baize, 2000)

Cd Co Cr Cu Ni Pb Zn Mn Fe

Nombre de valeurs 768 |695|791|787(797| 790 | 804 | 735 | 767
minimum <0,02] <1 <2 <2]|<2]| 22| <5 | <10 /0,05
médiane 0,16 | 14 66| 13] 31[34,1] 80 | 754 | 3,24
moyenne 04217 75] 15| 41| 64,8] 149 | 1585 | 3,65
maximum 6,99 |148]691]107]|478] 3088] 3820] 24975{ 19,2

seuils de l'arrété du 8 janvier
1998 sur I'épandage des 2 |30af150(100( 50 | 100 | 300
boues d'épuration

nombre de valeurs

. . 26 | 82|39 1 (186 76 | 71
supérieures au seuil
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Les métaux lourds issus de l'altération des minéraux primaires sont redistribués sur et dans les
minéraux secondaires, sur la matiére organique des sols et dans la solution du sol. Ces
éléments traces métalliques peuvent aussi étre prélevés par les plantes ou percoler vers les
nappes phréatiques (Baize, 2002).Les sols ne sont pas des milieux homogenes. lls se
différencient en plusieurs horizons ayant des caractéristiques physiques et chimiques et
biologiques propres. Ces caractéristigues ont des conséquences sur la rétention de métaux
dans les horizons du sol, leur mobilité et leur biodisponibilité. Les sols constituent donc un
compartiment clé du cycle biogéochimique des métaux dans les écosystemes. Les sols sont
des lieux d'échanges, via la solution du sol, avec les eaux de surface et de profondeur ou avec

la biosphere.

Afin d'estimer les effets des métaux lourds d'origine anthropique sur le fonctionnement

biologique ou chimique du sol, il est nécessaire de distinguer les apports anthropiques des
éléments issus du fonds géochimique naturel. Une approche quantitative basée sur des
estimations de stocks et de fluides des métaux lourds dans les sols, peut étre utilisée pour

I'évaluation des parts géogenes et anthropogénes.

[.1.4.1. Origines naturelles des métaux lourds :

La connaissance du fond pédo-géochimique naturel (FPGN), c'est-a-dire de la teneur
originelle, est un préalable indispensable pour I'évaluation de la contamination d'un sol par un
élément métallique. Ce fond dépend principalement de la nature du matériau parental et de la
pédogénese. Il varie donc d'un type de sol a l'autre et, a l'intérieur d'un méme type de sol, d'un
horizon a l'autre (Baize, 1997). En conséquence, les teneurs naturelles en ETM peuvent varier
fortement d'une région a l'autre, ainsi observe-t-on une forte variabilité en considérant les
teneurs mesurées sur plus de 800 échantillons de sols frangais considérés comme non
contaminés (tableau Ill). La constitution du FPGN est dépendante aussi du cycle
biogéochimique des sols et de son lien avec les plantes. Les éléments absorbés par les racines
des plantes sont transloqués vers les organes aériens de celles-ci. En fin de cycle, les éléments
retournent dans le sol par décomposition. Ce cycle peut étre brisé par I'exportation des
récoltes. Un autre phénomene intervenant dans la constitution du FPGN concerne les
transferts pédologiques verticaux et latéraux. En France, les précipitations annuelles sont en

général supérieures a I'évapotranspiration végétale. De nombreux sols sont alors lessivés, les
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Tableau IV : Classification des pollutions anthropiques (modifié d’aprés Bourrelier &
Berthelin, 1998)

Pollution de Pollution & grande

Origine Type Pollution localisée ., .
9 yp proximité distance

Industries sites anciens voie atmosphérique et aquatique

sites actuels exceptionnel : déchets || voie atmosphérique,exceptionnel : aquatique

transport, vie

. . . voie atmosphérique e [ i
Consommation urbaine, déchets p a [ | voie atmosphérique
. aquatique (transport)
tourisme
Mines | déchets et voie aquatique |
Agriculture | épandage, intrants et voie aquatique |
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meétaux lourds y migrent vers les horizons profonds. C'est ainsi que les formes solubles des

métaux lourds peuvent atteindre les nappes phréatiques.

On compte aussi des apports diffus aériens d'origines lointaines : poussieres libérées par

I'activité volcanique, embruns maritimes, vent lointain...

1.1.4.2. Origines anthropiques des métaux lourds :

Les métaux sont énormément utilisés dans I'économie mondiale. Ainsi, I'extraction et
l'utilisation de matieres premiéres, comme les combustibles fossiles par exemple, sont des
sources de contamination communes.
De nos jours, plusieurs activités humaines ont conduit a une augmentation de la pollution par
les métaux lourds. Ainsi les domaines les plus polluants sont :
» L'agriculture et de l'utilisation massive des engrais (avec leur impuretés), des
pesticides, de I'épandage de boues d'épuration, des lisiers (Franklin et al., 2005), ...
* L'industrie et ses rejets de poussiéres contenues dans les fumées émises, ou ses rejets
d'effluents gazeux ou liquides, ...
* L'urbanisation et ses décharges de déchets urbains, 'augmentation de la circulation
automobile (Sezgin et al., 2004) et de la combustion de sources d'énergie fossile, ...
Les principales sources de pollution anthropique sont récapitulées dans le tableau IV.
Nous nous contenterons de détailler les principaux polluants métalliques que nous avons

étudié par la suite, a savoir le zinc et le cadmium.

.1.4.2.1. Le zinc :

Le zinc est un métal de couleur bleu-gris. Son état d'oxydation le plus commun est +Il. Ses

apports anthropiques peuvent se diviser en trois groupes d'activités majeures (Baize, 1997) :

» l'agriculture et ses épandages ou le zinc est retrouvé en abondance dans les lisiers car

il est fait partie de I'alimentation porcine.

e L'urbanisation et le trafic routier relachent du zinc dans I'environnement (incinération

des déchets domestiques, usure des pneus de véhicules motorisés, toitures, ...)
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» Les sources industrielles et/ou miniéres, principales sources de pollution, notamment
due au traitement du minerai, un raffinage, galvanisation du fer, fabrication de piles

électriques, ...

Le minerai le plus utilisé est le sulphure de zinc, appelé aussi blende ou sphalérite (ZnS).
La consommation mondiale de zinc en 2009 a été de l'ordre de 10 millions de tonnes.

(International Lead and Zinc Study Groundm://www.ilzsg.org/static/statistics.aspx?from=Le

zinc a tendance a s'accumuler dans les horizons de surface (Baize, 1997). La teneur en zinc

total est fortement influencée par la teneur en argile du sol.

[.1.4.2.2. Le cadmium :

Anciennement appelé Carbonate de Zinc, le cadmium est un métal blanc argenté ayant des
propriétés physiques proches de celle du zinc. Il fond a 320,9 °C et bout a 767 °C. Lors de
I'ébullition du cadmium, il se dégage des vapeurs jaunes toxiques (Sinicropi et al., 2010). Sa
masse spécifique est de 8 650 kg/m3. Il est ductile (capacité a I'étirement), malléable (capacité
a la mise en forme) et résiste a la corrosion atmosphérique, ce qui en fait un revétement de
protection pour les métaux ferreux. Environ 10 a 15% de la production mondiale du cadmium
se fait a partir de matériaux recyclés. Le cadmium n'existe pas a l'état natif. Cependant, il est
présent dans presque tous les minerais de zinc, de plomb et de cuivre ainsi que dans les
phosphates naturels. Sa mobilité dans les sols dépend fortement du pH. Les trois mémes
groupes d'activités sont également responsables des apports anthropiques pour le cadmium :

* les sources industrielles ou l'on retrouve notamment le cadmium en tant que sous-

produit du raffinage du zinc.

» les épandages agricoles : le cadmium peut étre assez abondant dans certains engrais
phosphatés (Loganathan et al.,, 2008) ou déposés lors de I'épandage de déchets

d'élevage ou lors du chaulage.

e L'urbanisation et le trafic routier: incinération de déchets domestiques, piles

électriques, usure des pneus de véhicules motorisés, ...
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[.1.5. Absorption des métaux par les organismes terrestres :

[.1.5.1. Définition de la biodisponibilité des métaux :

Les risques associés aux sols pollués, a la toxicité et la contamination de la chaine alimentaire,
sont étroitement liés a la biodisponibilité des métaux lourds. Celle-ci peut étre définie comme
l'aptitude d'un élément a étre transféré du sol vers un organisme vivant. Dans un sol, la
guantité biodisponible d'un métal donné n'est pas la quantité totale de I'élément mais une
sous-fraction composée d’'un ensemble d'ions ayant la capacité de s'échanger avec ceux en
solution (Kalis, 2007 ; Morel, 1997).

[.1.5.2. Mécanismes d'absorption des métaux :

La connaissance des mécanismes d'absorption des métaux (essentiels ou non) a énormément
progressé ces dernieres années, notamment grace a la complémentation fonctionnelle de
souche de levures déficientes. Ainsi de nombreux transporteurs de meétaux ont peut-étre
clonés et caractérisés notamment chez la levure (Eide, Z0er et Eide, 2001a et b;
MacDiarmid et al., 2000) ou chez les plantes comme par exekgdbedopsis thaliangEng

et al., 1998) Medicago truncatula (Lopez-Millan et al, 2004) @ryza sativa (Wu et al.,

2010). C’est essentiellement la famille ZIPrt(IRT related _Potein) qui participe a
I'absorption du zinc chez les cellules eucaryotes (Eide, 2006). Le nom de cette famille de
transporteurs provient des premieres caractérisations fonctionnelles réalisées : Irtl pour le
transport du fer cheArabidopsis thaliana et Zrtl pour le transport du zinc chez la levure
Saccharomyces cerevisiafinsi, le premier transporteur identifié est IRTA.dthaliana

(Eide et al., 1996). En condition de carence en fer des racines, sa transcription est induite.
D’autres études ont démontré sa capacité a transporter de nombreux cations parmi lesquels
Mn?*, Zr** et probablement Gt (Korshunova et al., 1999). Ch&acharomyces cerevisiae

les homologies de séquences ont permis lidentification de ZRT1 et ZRT2. Ces deux
protéines sont des transporteurs de zinc a forte et faible affinités, respectivement (Zhao et
Eide, 1996a, b). Ces deux transporteurs étant isolés chez la levure, des souches doubles
mutantes pour ces deux genes ont été geénérées, ce qui a permis le clonage par
complémentation fonctionnelle de transporteurs de zinc de plantes. Lors d'une carence en
zinc, le gene zrtl est fortement activé (jusqu’a 1000 fois) par le facteur de transcription ZAP1,
ce qui permet I'amplification de l'absorption de zinc par les cellules (Eide, 2006). Un
transporteur ZRT3 a aussi été identifié. Ce dernier a une localisation vacuolaire, ce qui
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Figure 2 : Structure schématique d’'un transporteur ZIP. | a : domaine transmembranai
...HGHG...: domaine riche en histidine (H). C e : extrémités de la protéine. Substrate selec :
zone de sélectivité des ions. La région variable est différente €s diverses protéines mais poss
toujours la région riche en histidine. Le passage ¢ se fait vers le cytoplasme. La région riche
histidine permettrait le transport du Zn. D’aprés Gaiet Eide, 2001.
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Figure 3 : Comparaisordes effets d’'un excés et d'une carence en zinc chez I'hu
L’Intoxication est due a une exposition excessive ou l'apport de zinc (partie de gauch:
gue la carence de zinc est due a la malnutrition ou la maladie (a droite). Les deux état
effets néfastes sur les différents systemes d'organes. Les effets ne pouvant étre attri
systeme particulier ou affectant plusieurs organes sont décrits comme des syn

systémiques

18



permet, grace a sa surexpression lors d’'une carence en zinc, de remobiliser ce métal stocké
dans la vacuole vers le cytoplasme (MacDiarmid et al., 2000). On retrouve deux autres
protéines ZIP sur les membranes internes de la cellule : ATX2 au niveau de l'appareil de
Golgi (Lin et Culotta, 1996) et YKE4 au niveau du reticulum endoplasmique (Kumanovics et
al., 2006). Ces deux transporteurs permettent eux aussi la remobilisation du zinc depuis ces
organites. La plupart des protéines ZIP prédite présente huit domaines transmembranaires et
les extrémités de la protéine sont extracytoplasmiques, une région riche en histidine est
localisée sur une boucle cytoplasmique et serait impliqué dans la régulation du transporteur
(figure 2) (Eide, 2006 ; Gaither et al., 2001 ; Guerinot, 2000)

A ce jour, le fonctionnement des protéines ZIP n'a été entiérement élucidé que chez la levure
(Gaither et Eide, 2001). Toutefois plusieurs autres protéines de cette famille ont été étudiées

chez de champignons.

Ainsi Tznl et Tzn2 deNeurospora crassa (Kiranmayi et al.,, 2009) semblent étre les
orthologues de Zrtl et Zrt2 d& cerevisiagrespectivement. Tznl semble étre strictement
spécifiqgue au zinc, alors que Tzn2 semble transporter aussi bien le zinc que le cadmium.
L’étude desexpressions ddznl et deTzn2 dans des conditions de carence ou d’exces en
zinc révele que I'expression denl est activée dans des conditions de carence en zinc alors
guelle est réprimée dans des conditions d'excés en zinc. L'expression de tzn2 est
guantitativement beaucoup plus faible de Tznl mais est régulée de la méme maniere.

Chez Schizosaccharomyces popiiefl semble étre I'orthologue de lu transporteur de zinc

de haute affinité Zrtl de S. cerevisiae (Dainty et al., 2008). Son expression est similaire a
celle de Tznl, le transporteur de zinc de Neurospora crassa.

Les protéines ZrfA et ZrfB dspergillus fumigatusont structurellement similaire a des

protéines et Zrtlp Zrt2p, respectivement, de S. cerevigieenfefranqueira et al., 200JrfA

et ZrfBsont régulés de maniere différente, ainsi, La transcription dec&tf®talement

réprimée a une concentration de zinc dans le milieu 50 fois supérieure a celle requise pour
ZrfA. En vertu du large éventail de concentrations de zinc qu’il semble gérer, ZrfB pourrait

étre le systéme principal d'acquisition de zinc chez A. fumigatus
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1.1.6. Toxicité du zinc :

[.1.6.1. Toxicité du zinc au niveau des organismes :

[.1.6.1.1. La toxicité chez les animaux et les humains :

Les connaissances sur les risques potentiels pour 'hnomme lié a la pollution des sols par les
métaux lourds sont encore fragmentaires, mais sont mises a I'honneur ces derniéres années
(Bhavana et al., 2009; Chen et al., 2010; Liu et al., 28ik@h et al., 2010)

Selon le métal considéré, la toxicité peut porter sur différents organes, sur la reproduction ou
étre cancérogene. Bien sar, ces effets toxiques dépendent des voies et niveaux d'exposition,
ainsi que de l'espece considérée.

Les principaux effets d’une intoxication au zinc chez ’'homme sont présentés sur la figure 3.
Concernant le zinc, trois voies d'entrée dans le corps humain sont a considérer (Plum et al.,
2010):

» Tlinhalation. L'inhalation de poussieres contenant du zinc est généralement due aux
industries et touche principalement les ouvriers. La conséquence la plus fréquente de
cette inhalation est une maladie aigué présentant divers symptomes: fievre, douleurs
musculaires, nausées, fatigue, et des troubles respiratoires. En général, les effets
respiratoires disparaissent en un a quatre jours.

* le contact cutané. L’effet observé est une irritation qui dépend du type de zinc
incriminé. Ainsi, le chlorure de zinc est clairement I'espece de zinc la plus irritante,
puis vient l'acétate de zinc et le sulfate de zinc. L'oxyde de zinc n’a, a priori pas d'effet
irritant sur la peau.

Contrairement a l'effet potentiellement nocif du zinc sur la peau décrit ci-dessus, il
convient de noter que le zinc est un complément bien connu pour le traitement topique
de plaies et de plusieurs affections dermatologiques.

* lingestion. En raison de sa nature comme un oligo-élément essentiel, I'absorption
orale de petites quantités de zinc est essentielle pour la survie. L'apport nutritionnel
recommandé (ANR) pour le zinc est de 11 mg par jour pour les hommes et 8 mg par
jour pour les femmes. Ces valeurs sont nettement inférieures a la valeur DL50 (Dose
Létale 50 : cet indicateur mesure la dose de substance causant la mort de 50 % d'une
population animale donnée (souris ou des rats)) qui a été estimée a 27g de zinc par
jour. En général, I'absorption d'une telle quantité est peu probable, car environ cela

correspond a une absorption de 225 a 400 mg de zinc. Les symptdmes immeédiats
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communauté microbienne (modifié d'apres Giller et al.,, 199& droite montre une
diminution de la diversité en fonction du stresa courbe montren écosysteme ou le stre
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apres l'absorption de quantités toxiques de zinc sont des douleurs abdominales, des

nausées et des vomissements. On peut aussi observer de I'anémie et des vertiges.

[.1.6.1.2. Phytotoxicité :

Les courbes dose/réponse des plantes aux métaux lourds sont de deux types (figure 4). Pour

les éléments essentiels, la forme classique en « cloche » présente trois domaines de
concentration dans les tissus : carence, tolérance et toxicité. Pour les métaux n‘ayant aucune
fonction physiologique, seule la tolérance et la toxicité sont observées. Leur présence est donc

tolérée tant que le seuil de toxicité n'est pas atteint.

Lorsque la concentration d'un métal lourd considéré atteint le seuil de toxicité dans les tissus,
les fonctions physiologiques de la plante sont perturbées. La croissance peut étre ralentie. La
nécrose et la chlorose sont les principaux symptémes d’une toxicité due au métal. Elles sont

dues le plus souvent a une carence en fer causée par I'exces d’un autre métal.

[.1.6.1.3. Toxicité pour les micro-organismes du sol :

Pour appréhender I'effet toxique du zinc sur les microorganismes du sol, trois parameétres sont
a prendre en compte :

» le risque direct pour les organismes du sol

e la diminution de la biodiversité des organismes du sol

* le risque de transfert dans la chaine alimentaire naturelle (oiseaux, rongeurs, ...)

Les champignons des principaux groupes taxonomiques sont retrouves sur des sites pollués,
capables d'y croitre normalement (Muller et al., 2007; Zarei et al., 2010). En regle générale,

les pollutions métalliques réduisent la diversité et l'abondance des especes fongiques,
notamment en exercant une pression de sélection favorisant les populations tolérantes.
(Colpaert et al., 2004; Del Val et al., 1999)

On peut modéliser la relation entre la diversité des micro-organismes et un stress métallique
par deux modeles (figure 5) :

» les effets d'un stress de plus en plus intense conduit a une diminution de la diversité

microbienne (courbe noire sur la figure).
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* Un stress modéré permet une domination des espéces bien adaptées, et donc une faible
diversité. L'augmentation de l'intensité du stress peut défavoriser ces especes et
permettre & d'autres de proliférer. Au-dela d'un seuil, l'intensité du stress est trop

importante, cela conduit a I'extinction des organismes et une diminution de la

diversité.

1.1.6.2. Toxicité des métaux lourds au niveau cellulaire :

Les métaux toxiques peuvent avoir des effets néfastes a bien des égards mais principalement
en raison de leur forte capacité de coordination. Les effets toxiques comprennent le blocage
de groupes fonctionnels de molécules a fonctions biologiquement importantes (par exemple:
les enzymes et les systemes de transports de nutriments essentiels et d’ions), le déplacement
et/ou la substitution des ions métalliques essentiels dans des biomolécules, les modifications

conformationnelles, les perturbations de membranes cellulaires (Appenroth, 2010).

1.1.6.2.1. Altération des membranes cellulaires :

Une condition préalable a la toxicité métallique est le contact direct avec les composantes
cellulaires (Gadd, 1993). Ainsi, un des effets les plus importants des métaux toxiques au
niveau cellulaire est l'altération de la perméabilité membranaire (Beta@li, 1999; Sanz et

al., 2009; Valko et al., 2005), causant souvent un efflux d’'ions. Ceci entrainant souvent une
dépolarisation de la membrane plasmique (Gurer et Ercal, 2000 ; Léarabrs2000). Un des
meécanismes indirects de la toxicité des métaux implique la production de radicaux libres. Ce
sont des especes possédant un ou plusieurs électrons non-appari€s, ils peuvent étre petits et
diffusibles (radicaux « libres ») ou gros et immobiles dans les constituants cellulaires comme

par exemple dans les membranes.

Les chaines d’acides gras de la membrane cellulaire constituent une cible majeure pour les
radicaux libres (Blokina et al., 2003). L'attaque radicalaire déclenche une réaction en chaine
appelée lipoperoxydation membranaire (figure 6). Lors de la phase d'initiation (1), un acide

gras insaturé est attaqué par un radical libre. Il en résulte un radical lipidique qui réagit avec

I'oxygéne moléculaire pour former un radical peroxyde. Ce dernier réagit avec un acide gras
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Figure 6: Peroxydation de lipides membranaires. L'attaque du radical libre entraine
une réaction en chaine, la lipoperoxydation. Aprés la phase d'initiation (1) ou un aci
insaturé est transformé en radical lipidique, on a formation un radical percEnsuite
intervientla phase de propagation (avec production d’'umydroperoxyde ed’un nouveau
radical peroxyde. (d’aprés Blokina et al., 2(
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adjacent, lors de la phase de propagation, pour former un hydroperoxyde et un nouveau
radical peroxyde (Blokina et al., 2003). Au niveau des membranes biologiques, la
péroxydation des lipides est une réaction trés destructrice car elle provoque des bréches dans
la phase lipidique et augmente ainsi la perméabilité membranaire, ceci résultant en une

désorganisation cellulaire.

Dans des conditions de stress oxydatif, induites par les métaux, des complexes liposolubles
d’éléments de transition tel le Fe (ll) peuvent faire lI'objet de la réaction de Fenton (1 et 2 ci-

dessous) avec les hydroperoxydes et accélérer ce processus.
FE' + HO, - Fe*+OH +OH (1)
O, +F€' >0, +FEé" (2

Les ions, complexés et libres, de ces cations peuvent également subir cette réaction en
solution aqueuse (Gadd, 1993).Les ions métalliqued’(Huf*, P, ...) peuvent induire

cet effet (radicaux libres) en raison de leurs interactions avec des groupements thiols ou des
enzymes qui sont normalement protégés contre ces espéces réactives (Valko et al., 2005). Les
effets indirects des dommages aux membranes proviennent tres souvent de l'interaction des
métaux avec les réactions redox. De fait, la toxicité de ces métaux peut étre attribuée a une
production accrue de radicaux libres dans les cellules induisant alors un stress oxydatif
(Leonard et al., 2004a et b; Liu et al., 2009).

La destruction des membranes biologiques par peroxydation des lipides n'est pas spécifique
de la toxicité des métaux mais c'est un processus plus général pouvant étre la conséquence
d'autres facteurs de stress. Cependant, cette destruction est considérée comme le premier effet

toxique des métaux au niveau cellulaire.

[.1.6.2.2. Inhibition d'enzymes :

Les deux principaux mécanismes d’inhibition des enzymes par les métaux toxiques sont :

* linduction d'une carence en métaux nécessaires aux metallo enzymes et la substitution
d'un métal nécessaire par le métal toxique au niveau du complexe enzymatique.
* linteraction des métaux toxiques avec les groupes fonctionnels des enzymes, par

exemple avec les groupements thiols des enzymes.
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L'interaction entre les métaux et les enzynesyivo, est dépendant de plusieurs conditions
(Flora et al., 2008; Hasan et al., 2009) :

« l'affinité du métal toxique pour les groupements thiols doit étre forte, notamment en
cas de mécanisme d'inhibition.

e le métal doit pouvoir s'accumuler sous forme active (capable d'interagir avec les
enzymes) et a une concentration suffisamment inhibitrice dans le méme compartiment
cellulaire que I'enzyme.

* la concentration en métal doit étre comparable a celle du métal actif lorsque
I'inhibition de I'enzyme est due a une compétition ou une substitution pour le méme

site de fixation.

Les interactions des métaux avec les enzymes peuvent concerner la presque totalité des
enzymes. Comme exemples nous pouvons citer : linhibition de I'ascorbate oxydase
apoplastique par I'aluminium dans les racines d'orge (Tasbés., 2006). l'inhibition de
'adénosine deaminase par le mercure dbamio rerio (Senger et al., 2010), celle de la
créatine kinase et de la pyruvate kinase par le plomb chez le rat (Lepper et al.,, 2010) ou
encore celle de la manganese peroxydase par différents métaux lourds (Cd, Cu, Zn et Pb) chez
Lentinula edodegHatvani et Mecs, 2003)

[.1.6.2.3 Interaction avec les acides nucléiques :

Les métaux peuvent interagir directement ou indirectement avec les acides nucléiques. Les
sites de fixation privilégiés par les métaux lourds sont les centres nucléotides des acides
nucléiques. On peut aussi observer une réduction des appariements entre les deux brins de
I'ADN, ou des cassures des ADN simple brin, ainsi que la formation de complexes avec
'ADN (Chiaverini et De Ley, 2010). On peut observer les réactions similaires entre les

métaux et les ARN.

Les métaux peuvent induire une dépurination de I'ADN ayant pour conséquence des effets
mutagenes (Bregadze, 2008). Les radicaux libres générés par les métaux peuvent induire des

cassures dans les brins d'ADN ainsi que leur dégradation (Blokhina, 2003).
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Les métaux peuvent également agir sur les acides nucléiques de maniére indirecte en
perturbant le fonctionnement d'enzymes impliquées dans le métabolisme de ceux-ci est ainsi
conduire a une station de l'information génétique en influent sur la fidélité de la réplication.
La structure en doigt de zinc , notamment observée dans les enzymes de réparation de I'ADN,
est une cible fréquente pour certains métaux toxiques comme®le N6, Co*, CU/" et

As*,

[.1.7. Mécanismes de tolérance aux métaux lourds :

Ce mémoire discutant de problématiques liées aux organismes eucaryotes d’une part et a un
champignon en particulier d’autre part, nous utiliserons la cellule de champignon comme modele. Les

principaux mécanismes observés chez les champignons sont schématisés sur la figure 7.

[.1.7.1. Complexation et précipitation extracellulaire (figure 7, n°1) :

Plusieurs types de molécules peuvent étre sécrétés et se complexer avec les métaux lourds. Un
des principaux mécanismes permettant la tolérance aux métaux des cellules implique
I'excrétion d'acides organiques (Haferburg et Kothe, 2007; Lépez-Bualg 2000 ; Saber et

al., 1999)Difféerentes molécules organiques, et en particulier des acides di- et

tricarboxyliques, sont en effet excrétées par les cellules et servent ainsi a chélater les ions
métalliques, entre autres fonctions.

L'induction de l'efflux de I'acide oxalique est étroitement corrélée avec la tolérance au cuivre
chez les champignons de la pourriture brune (Green & Clausen, 2003), et I'excrétion accrue
d'acide oxalique contribue probablement a la tolérance aux métaux Bdwarveria
caledonica (Fomina et al., 2005pe méme, les champignons ectomycorhiziens répondent
souvent a l'exposition aux métaux par 'augmentation de I'exsudation d’oxalate (Ahonen-
Jonnarth et al., 2000; Cumming et al., 2001). Cette secréetion de molécules organiques et ses
effets dans la tolérance sont bien étudiés pour I'aluminium (Kinraide et al., 20G%; \la

2001; Nguyenet al., 2003; Pelletet al., 1996; Silvaet al., 2001). L'aluminium induit la
production d'acide citrique, d'acide oxalique, et d'acide malique. L'acide citrique va chélater

'aluminium et ainsi diminuer la toxicité de ce dernier tel que
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cela fut démontré sur sol podzolisé de forét (Landeweert et al., 2001; Vaetldee2001).

Le malate pourrait inhiber le blocage des canaux calcique au niveau de la membrane
plasmique (Huangt al., 1996). Il peut aussi complexer un ion métallique libre (figure 8).
Bien qu’il a été démontré que l'efflux d'oxalate est une réponse spécifique au stress du a
l'aluminium (Yanget al., 2005), la relation exacte entre la production d'acide oxalique et la

tolérance a ce métal reste a démontrer.

D’une maniere générale, les acides organiques semblent jouer un réle dans la tolérance vis-a-

vis des métaux lourds.

1.1.7.2. Fixation aux parois cellulaires (figure 7, n°2) :

L'ensemble des interactions (échange ionique, complexation, précipitation,...) entre un
organisme et les éléments métalligues est nommé « biosorption » (Gadd, 1993). La
biosorption montre une dépendance au pH extracellulaire, ainsi si ce dernier est bas, |l
diminue la biosorption d'ions tel que €acd*, Cu*, zn** (Gadd, 1993). Au niveau des
paois, une compétition entre d'autres anions et cations et les métaux peut avoir lieu pour les
sites de fixation (Gadd, 1990).

La paroi cellulaire est le premier site d'interaction directe. Chez les champignons, la
composition de la paroi comprend des polymeéres tels que la chitine, des glucanes, des
galactosamines et des protéines (figure 9). Ainsi, un grand nombre de sites potentiels de
liaison y exposent des groupement libres (carboxyle, amino, hydroxyle, mercapto ou
phosphate) (Strandberg et al., 1981). Il a été démontré que la liaison du cadmium aux parois
cellulaires représente une fraction importante du métal accumukagdius involutus Elle

peut étre est considérée comme un meécanisme de tolérance important chez les champignons
mycorhiziens (Blaudez et al., 2000; Frey et al. 2000). Lorsqu’'un ascomycete formant des
mycorhizes éricoides est traité avec des concentrations en Zn de I'ordre du millimolaire, des
changements dans la morphologie des hyphes peuvent se produire (Lanfranco et al., 2002).
On observe alors des gonflements apicaux et une augmentation des branchements dans les
régions subapicales, ainsi qu'une augmentation significative de la quantité de chitine dans les
hyphes traités aux métaux. La présence de mélanines parmi les composants de la paroi
cellulaire peut encore augmenter la capacité de biosorption de métaux (Fogarty et Tobin,
1996). Lors d’'une exposition au cadmium, I'activité laccase, I'expression génique et la
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production de composés polyphénoliques sont induits, ce qui semble étre important lors de la
réponse cellulaire & I'exces de métaux chez Paxillus invo{daesb et al., 2004). Palmieri et

al. (2000) ont montré que le cuivre peut provoquer l'induction d’'isoenzymes de laccase chez
Pleurotus ostreatyset Faraco et al. (2003) ont trouvé des séquences d’interaction avec les
meétaux dans les promoteurs de genes de laccaBeul®tus ostreatusChez le champignon
mycorhizien éricoideDidodendron maiuslactivité de la polygalacturonase, une enzyme
hydrolysant la composante pectine de la paroi cellulaire des plantes, augmente en fonction de
I'exposition au cadmium ou au zinc (Martino et al., 2000). Ce mécanisme peut étre considérée

comme un facteur d’adaptation a la colonisation de sols pollués

.1.7.3. Séquestration intracellulaire et efflux de métaux (figure 7, n°3) :

Des protéines de transport de composés métalliques peuvent étre impliqués dans la tolérance
aux métaux, soit par efflux hors de la cellule des ions métalliques toxiques a partir du cytosol
ou en permettant la séquestration du métal dans des compartiments intracellulaires (Hall,
2002). Adriaensen et al (2005) ont montré que I'efflux renforcé de zinc peut agir comme un
mécanisme de tolérance chez le champignon ectomycorh&idlus bovinus Un autre

moyen qui peut étre mis en place est la répression des géenes de transporteurs impliqués dans
l'absorption de métaux au niveau de la membrane plasmique, tel que cela a été décrit par Eide
(2003) pour les champignons ou Hall (2002) pour les plantes. ScZRT1 et ScZRT2, deux
protéines de la famille ZIP responsables de I'afflux de zinc (respectivement haute et basse
affinité), font partie du pool de génes régulé par ScZapl ainsi que leZgptelui-méme.

Zapl régule les genes en se liant a une séquence particuliére au niveau du promoteur de ceux-
ci. Cette séquence, appelée ZRE, a été identifiee et Zhao et al. (1998) ont montré qu’elle était

nécessaire a la régulation des génes par Zapl.

Parmi les transporteurs de métaux pouvant étre impligués dans le phénomene, nous allons
étudier plus particulierement le réle joué par les protéines de transport de la famille CDF
(cation diffusion facilitator) dé.accaria bicolor(chapitre 1V : L’homéostasie du zinc chez le

champignon ectomycorhizien Laccaria bicglor
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Les genes CDFs ont été découverts ddealigenes eutrophugar Nies et Silver en 1995. On

les retrouve chez les bactéries, les champignons, les plantes et les mammiféres. Pour la
plupart, ce sont des antiports ¥&1* (MacDiarmid et al., 2002) permettant I'efflux de cations
métalliques depuis le cytoplasme vers d'autres compartiments cellulaires ou vers l'extérieur de

la cellule.

La majorité des CDFs ont 6 domaines transmembranaires putatifs et des extrémités N et C
terminales cytoplasmiques (figure 10). Les domaines transmembranaires I, 1, V et VI sont

impliqués dans le transfert de métal et sont tres conservés (Montanini et al., 2007).

Certains membres CDFs de champignons ont déja été caractérisés. Ainsi, chez
Saccharomyces cerevisides transporteurs COT1, MMT1, MMT2, MSC2, ZRC1 et ZRG17

le sont. SCMMT1 et SCMMT2 sont des transporteurs de fer (Li & Kaplan, 1997). MSC2 est
un transporteur de zinc localisé au niveau du réticulum endoplasmique et du noyau (Li &
Kaplan, 2001). ZRG17 est un transporteur de zinc (Ellis et al., 2005). ScCOT1 est un
transporteur de cobalt, cadmium et zinc localisé au niveau de la vacuole. Cotl est trés proche
de ScZRC1, ces deux protéines partagent un pourcentage d’identité de 60% (Conklin et al.,
1992). ScZRC1 est un transporteur de zinc localisé au niveau de la vacuole ((Kamizono et al.,
1989). ScZRC1 voit son expression augmenter en situation de carence en zinc et baisser suite
a un rajout de zinc dans le milieu (Miyabe, 2001). En situation de carence en zinc, la cellule
augmente sa capacité d’absorption de ce métal, néanmoins si ce métal venait a étre de
nouveau disponible, la cellule devrait réagir vite pour ne pas subir un choc au zinc (afflux trop
massif de zinc dans la cellule). MacDiarmid et al. (2003) montrent le réle crucial de I'activité
de ZRC1, et sa régulation par ZAP1, dans la tolérance a un choc en zinc. ZAP1 est un facteur
de transcription qui, suite a la détection d’'une carence en zinc, va activer la synthése de
protéines responsable de 'homéostasie du zinc (Herbig et al.,2005; Wang et al., 2006) La
cellule répond a cet excés de zinc par une baisse de la régulation de la transcription des
importateurs de zinc que sont ScZRT1 et ScZRT2 (Zhao et Eide, 1996 a et b) et en

surexprimant, de maniére transitoire, ZRC1.

D’autres protéines CDF ont été décrites chez les végétaux, comme par exemple ZAT1 (Zinc
transporter oArabidopsi$ (Van der Zaal et al., 1999) ou PtdMTP1 chez le peuplier (Blaudez

et al., 2003). Récemment, le premier transporteur CDF de champignon filamenteux a été
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partiellement caractérisé ch&omus intraradices sa localisation n’ayant pu encore étre

démontrée (Gonzalez-Guerrero et al., 2005).

1.1.7.4. Chélation intracellulaire des métaux (figure 7, n° 4 et 5) :

Malgré les mécanismes décrits ci-dessus, de grandes quantités de métaux peuvent étre
présentes dans les cellules. Blaudez et al. (2000) ont quantifié les proportions de cadmium
dans le cytosol et la vacuole @axillus involutus,importance de celles-ci implique la
présence de systémes de détoxification intracellulaires efficaces. Morselt et al. (1986) ont
suggéreé que la tolérance aux métaux du champignon ectomycoigadithus tinctoriusest

basée sur la présence de métallothionéines. Celles-ci forment une classe de protéines riches en
cystéine et sont présentes de facon ubiquitaire. Elles ont un faible poids moléculaire et
contiennent des agrégats de métaux a base de soufre. Un r6le crucial de ces protéines est leur
implication dans 'homéostasie des oligo-€léments essentiels tels le zinc et le cuivre, ou la
séquestration des métaux toxiques pour I'environnement, tels le cadmium et le mercure
(Chiaverini et De Ley, 2010; Fang et al., 2010; Klaassen et al., 2009). Elles ont été également
identifiées chez les champignons et les autres royaumes (Clemens et Simm, 2003).

Courbot et al. (2004) ont montré que la quantité de glutathion augmente en fonction de
I'exposition au cadmium cheRaxillus involutus ainsi que celle d'un composé proche des
métallothionéines. La séquence pleine longueur de cette métallothionéine rétablit la
croissance d'une souche mutante yAP-1 quand elle y est exprimée en présence de glutathion
(Courbot et al., 2004). Le réle du glutathion (figure 11) comme un chélateur de métaux dans
les champignons est désormais clairement établi (Pdécsi et al., 2004). Le glutathion
intracellulaire séquestre les ions meétalliques, empéchant ainsi I'action toxique des métaux
lourds. Inversement, plusieurs études semblent confirmer I'absence générale de
phytochélatines chez les champignons, sauf dans de rares cas t€Bndiga glabrata qui

produit des phytochélatines en réponse au cadmium (Zhou & Goldsbrough, 1994 et 1995) ou
Schizosaccharomyces pomf@gemens & Simm, 2003). Les phytochélatines sont répandues
largement dans le monde végétal (Yadav, 2010). Les phytochélatines ont la capacité de
séquestrer différents métaux (Sneller et al., 2000), comme par exemple le cadmium (DalCorso
et al., 2008), le zinc (Gasic et Korban, 2007b), I'arsenic (Gasik et Korban, 2007a).
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1.1.7.5. Compartimentation vacuolaire (figure 7, n°6 et 7) :

Blaudez et al. (2000) ont montré limportance de I'accumulation du cadmium dans le
compartiment vacuolaire, suggérant ainsi le caractére essentiel de ce mécanisme dans les
processus de détoxification du cadmium chez le champignon ectomycorRiaielus

involutus

En effet, 'accumulation de complexes glutathion-cadmium ou phytochélatine-cadmium dans
la vacuole semble étre une étape cruciale dans la détoxification du cadmium, chez la levure et
probablement chez les plantes supérieures. Ce processus semble étre accompli par le
transporteur Hmtl situé au niveau du tonoplaste (Ortiz et al., 1992). Le géne Ycfl, chez la
levure, code pour un transporteur responsable de la séquestration vacuolaire des complexes
glutathion-cadmium (Li et al., 1997) ainsi que glutathion-mercure (Gueldry et al. , 2003). La
présence de cette perméase spécifique €@dllus involutuspourrait expliquer la forte

teneur en cadmium retrouvé dans la vacuole (Blaudez et al., 2000).

[.1.7.6. Transformation des métaux :

Bien que la majorité de la littérature présente ces mécanismes chez les bactéries, de nombreux
autres organismes, comme les champignons par exemple (Gadd, 1993), sont capables de
transformer des métaux par différents moyens tels la méthylation, I'oxydation, la réduction.
Le but de ces transformations est souvent la neutralisation de la toxicité du métal visé soit
directement (le meétal est ainsi moins ou non toxique apres la transformation) soit
indirectement en rendant le métal volatile par exemple (Gadd, 1993). La toxicité de I'arsenic
dépend de I'espece présente, ainsi As(lll) et As(V) sont les plus toxiques (Islam et al, 2004).
Les transformations bactériennes incluent la réduction, l'oxydation et la méthylation de
composes, et il a été démontré que cela se produit dans les systémes aquatiques et terrestres
(Silver et Phung, 2005a et b). Plusieurs études suggérent que la réduction de I'As(V) en
As(Ill) est impliqué dans la solubilisation de I'élément résultant de la contamination des
réserves d'eau importantes (Kinniburgh et Kosmus, 2002; Oremland et Stolz, 2003). De fait,
le mécanisme d'oxydation convertit le tres toxique et tres soluble As(lIl) en As(V) (Battaglia-
Brunet et al., 2006 ; Bruneel et al., 2003).
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[.1.7.7. Systéme de détoxication anti-oxydatif :

La formation de radicaux libres, induite directement ou indirectement par les métaux, peut

causer de graves dommages aux différents composants cellulaires.

Les organismes possedent des mécanismes anti-oxydatifs efficaces qui peuvent étre
enzymatiques (superoxyde dismutase ou SOD, peroxydase, ...) ou non (par exemple le

glutathion ou les flavonoides).

Les enzymes SOD (figure 12), peroxydase et catalase servent a éliminer les formes réactives
de I'oxygene. Ott et al. (2002), dans leur étude, ont analysé les systemes antioxydants chez le
champignon ectomycorhizidhaxillus involutusen réponse au cadmium, ils ont ainsi révéle
l'induction de la superoxyde dismutase ainsi que l'accumulation du glutathion ainsi que
d’autres systémes liés au gluthation (une peroxydase glutathion-dépendante, une glutathion
réductase). Jacob et al. (2001) ont montré que la SOPad#élus involutusrestaure le
phénotype de souche bactérienne dont la SOD a été délétée et que l'activité de cette PiSOD
augmente en présence de cadmium. Ces résultats suggérent une implication de cette SOD
dans la réponse cellulaire de P. involuduscadmium.

Les thiorédoxines sont de petites oxydoréductases thermostables, qui contiennent deux résidus
cystéine conserveés dans leur site actif (Zeller et Klug, 2006). Leurs roles supposeés incluent de
nombreux processus cellulaires tels un le repliement des protéines et sa régulation, la
réduction du déhydro-ascorbate, la réparation des protéines endommagées par oxydation et le
métabolisme du soufre. Trotter et Grant (2002) ont démontré que les thioredoxines sont

nécessaires au maintient de I'hnoméostasie redox dans des conditions de stress.

[.1.7.8. Autre mécanismes :

D’autres mécanismes peuvent intervenir suite a un stress meétallique, comme par exemple la
production de protéines de stress telles les protéines H&R Sbck Roteins) (figure 13)
(Flora et al., 2008; Gupta et al.,2010). Néanmoins ceci n'est pas spécifigue aux stress

métalliques.
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|.2. Laccaria bicoloret la symbiose mycorhizienne :

[.2.1. La symbiose mycorhizienne :

Les mycorhizes (du greenukés champignon etrhiza, racine, Frank 1885) sont une
association mutualiste a bénéfice réciproque entre un champignon et une plante. Les végétaux
sont ancrés dans le sol par leurs racines, et prélevent I'eau et les éléments minéraux a leur
substrat. Leurs racines sont exposées a un large spectre d’organismes d’ou I'existence de
plusieurs types d’interactions : le saprophytisme, le parasitisme, et la symbiose. La plupart des
familles végétales (environ 80%) sont concernées par la symbiose mycorhizienne (Trappe,
1996, Read et al. 2000, Brundrett 2002). Elles constituent le type de symbiose le plus
représenté sur terre (Smith and Read, 1997).

Sept types de mycorhizes ont été distingués, selon des critéres morphologiques (figure 14).

[.2.1.1. Ectomycorhizes :

Les premieres traces datent d’approximativement 50 millions d’années (LePage et al., 1997).
Elles sont formées par l'association d'un champignon de l'ordre des Basidiomycétes,
Ascomyceétes ou Zygomycetes, et d'un partenaire végétal appartenant aux Angiospermes ou
aux Gymnospermes. Morphologiquement, les ectomycorhizes se caractérisent par la présence
d’'un manchon mycélien entourant la jeune racine (le manteau), un réseau fongique entre des

cellules corticales (le réseau de Hartig), et un réseau d’hyphes extramatriciels.

[.2.1.2. Endomycorhize a arbuscules :

C’est la plus ancienne des symbioses mycorhiziennes, elle serait apparue entre 353 et 462
millions d’années (Simon et al., 1993) A la différence des ectomycorhizes, le champignon
pénéetre a l'intérieur des cellules racinaires et forme des structures intracellulaires, les
arbuscules et vésicules. Ces mycorhizes sont formées par des champignons de l'ordre des
Glomales et une grande variété de partenaires végétaux incluant les Bryophytes, presque tous

les groupes de Ptéridophytes, des Gymnospermes et de nombreux Angiospermes.
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[.2.1.3. Autres type de mycorhizes :

» Les mycorhizes éricoides présentent des structures fongiques sous la forme de pelotes
a l'intérieur des cellules racinaires. Les champignons impliqués dans les mycorhizes
ericoides sont des ascomycétes principalement du gelyreenoscyphuset
Oidiodendron. La mycorhization a lieu directement au niveau des cellules corticales
des Ericacées puisqu'elles ne possedent pas d'épiderme.

* Les mycorhizes d’orchidées ou les champignons produisent des hyphes a l'intérieur
des racines. La plupart des champignons impliqués appartiennent alRberactonia

* Les mycorhizes arbutoides, monotropoides et les ectendomycorhizes sont similaires

aux associations ectomycorhiziennes avec néanmoins des caractéristiques spécialisées.

Laccaria bicolorest un modéle de choix au sein de I'unité UMR1136 ou la thése a eu lieu. Ce
champignon ectomycorhizien, qui présente un intérét économique important du fait de son
utilisation en pépiniére pour inoculer les pins Douglas, est le premier champignon
mycorhizien dont le génome a été séquenceé (Matrtin et al., 2008). Les ectomycorhizes feront

donc l'objet de notre étude.

[.2.2. Rble des ectomycorhizes dans I'écosysteme :

Les échanges entre les deux partenaires suivraient une loi d’échange équitable ou la plante
autotrophe fournit des photosynthétats au champignon hétérotrophe qui, lui, approvisionne la

plante en retour essentiellement en N et P (Chalot et Brun, 1998). En effet, la mise a

I'obscurité du peuplier hybridBopulus tremula x Populus allm@ovoque une diminution de

la quantité de carbone apportée au champignon ectomycorbatearia, induisant en retour

une baisse proportionnelle de la quantité de phosphate absorbé par la plante (Bucking et
Heyser, 2001).
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[.2.2.1. Echanges trophiques :

Une mycorhize est une interface d’échange de nutriments entre plante et champignon. Ces
échanges, a bénéfices réciproques, impliguent de nombreux systemes de transport qui sont

résumés sur la figure 15.

[.2.2.1.1. Bénéfices pour la plante :

Le mycélium extramatriciel peut coloniser un volume important de sol (figure 15), permettant
ainsi a la plante d’augmenter son volume de prospection pour le phosphore et I'azote, deux
éléments principaux limitant la croissance des arbres dans les sols forestiers (Alvarez et al.,
2009; Brearley et al., 2005; Vance, 2001).

Les champignons ectomycorhiziens peuvent améliorer la nutrition phosphatée de leurs plantes
hotes en sécrétant, dans la solution du sol, des phosphatases acides en mesure de libérer du

phosphate inorganique a partir du phosphore organique du sol (Louche et al., 2010).

Des dosages d’ammonium marqué ont été effectués dans les racines et les feuilles de la plante
apres traitement du systéme intact et du systéme pour lequel le mycélium a été déconnecté des
racines. Les résultats montrent que la plante a pu incorporer de plus grandes quantité d’azote a
la fois dans les racines et les tiges grace au champignon lorsque le systeme est intact (Javelle
et al., 1999).

1.2.2.1.2. Bénéfices trophiques pour le champignon :

Les bénéfices de l'interaction sont, pour le champignon, essentiellement d’ordre trophique.

Ainsi, dés 1894, Frank suggeéere que les photosynthétats de la plante représentent la principale
source de nutriments organigues pour les champignons ectomycorhiziens. Néanmoins, ces
derniers pourraient prélever ces nutriments directement dans le sol. L’hypothése de Frank a
ete verifiee plus tard par Melin (1925) qui a montré que les champignons étaient dépendants
des sucres simples que pouvait lui fournir la plante via la photosynthése. De plus, les

composés présents dans le sol, essentiellement sous forme de cellulose et de lignine, sont

difficilement assimilables par les champignons mycrohiziens.
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Figure 16 : Zone d'exploration (bleu clair) de lecine sans mycorhize (& gauche) compar
la zone d'exploration (bleu clair) as mycorhizes en rouge (a droite). L’exploration du -
sol et donc la nutrition de I'arbre sont grandement amélic
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Lors d’étude au carbone marqué sur des plants de pins ou de bouleaux mycorhizés par
Paxillus involutus Sdderstrom et al. (1988) ont identifié le tréhalose, le mannitol et I'arabitol
comme étant les composés carbonés marqués présents dans le champignon en fin
d’expérience. Ces composeés sont transloqués a raison de 20 cm/heure depuis la racine jusqu’a

la périphérie du mycélium (Finlay et Read, 1986).

En plus de l'acquisition de carbones a partir de photosynthétats produit par les plantes,
Laczko et al. (2004) ont démontré que des lipides de la plante pouvaient eux aussi constituer
une réserve de carbone. Ainsi, chez le fmys sylvestris on observe une production

accrue de lipides neutres contenant des acides gras saturés en réponse a la présence de
Pisolithus tinctorius Les auteurs émettent I'hypothése d’'un prélévement de ces acides gras
par le champignon des I'établissement du contact avec la plante, avant méme la formation du
réseau de Hartig. Ces acides gras seraient transférés sous forme de lipides neutres, ce qui
expliquerait la teneur plus forte car, en début d’expérience, le mycélium en culture pure et le

mycélium extramatriciel présentaient de trés faibles concentrations en lipides neutres.

1.2.2.2. Protection de la plante :

A coté des bénéfices trophiques mutuels qui ont lieu entre le partenaire fongique et la plante,
I'ectomycorhize offre aussi le bénéfice d'une protection a la plante contre divers agents

nuisibles.

[.2.2.2.1. Protection contre les pathogénes :

Les champignons ectomycorhiziens tiennent un role important dans la protection des plantes
contre les agressions environnementales. Bien qu’il soit assez facilement admis que
'association ectomycorhizienne permet une meilleure résistance des plantes face aux
pathogenes, les mécanismes de protection de la plante par le champignon restent mal connus.
Marx (1973) a montré que la présence de certains champignons ectomycorhiziens tels
Laccaria laccata, Pisolithus tinctoriusu Thelephora terrestri@ permis de réduire I'impact

de champignons pathogenes sur des plantules de pin. Il a attribué cet effet a la barriere
physique que représente le manteau fongique. D’autres études ont mis en avant la production
de composés phénoliques dans les tissus végétaux en réponse a la présence du symbiote
(Charitha et Reddy, 2002; Yao et al., 2007).
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Tableau V: Etudes de la tolérance aux métaux lourds chez les champignons a mycorhizes
arbusculaires en symbiose avec une plante hote.

Champignon(s) Plante(s) hote(s) Métal Effet Référence
Glomus sp. Medicago sativa cuivre Tolérance accrue Novoa et al., 2010
Tolérance accrue
Glomus deserticola Eucalyptus globulus zinc Diminution du transfert  [Arriagada et al., 2010
vers les parties aérienngs
Glomus intraradices Medicago truncatula cadmium | Tolérance accrue Redon et al., 2009
Glomus macrocarpum Zea mays cadmium | Tolérance accrue de Andrade et da
P Y Siveira, 2008a
Glomus intraradices Helianthus annuus cadmium | Tolérance accrue dg Andrade etda
Silveira, 2008a
Glomus mosseae Chrysopogon zizanioides plomb Augmentat|0T1 du t,ra_meerLunamiya etal, 2010
vers les parties aérienngs
Glomus mosseae Vicia faba multiples | Stabilisation sur racines| Zhang et al., 2004
cadmium .
Glomus mosseae Cannabis sativis chrome Augmentat|0T1 du t,ra.meerEitterio et al., 2005
. vers les parties aérienngs
nickel
Champignon(s) Plante(s) hote(s Métal Effet Référence
_L accaria bicolor, Paxillus Picea abies cadmium Tolérance accrue Jentschke et al., 1999
involutus
Amanita rubescens, Hebeloma | _. . . Diminution du transfert vers les parties
) . Pinus sylvestris [cadmium L P Kozdro et al., 2007
sinapizans aériennes
P. involutus, Suillus sp., Laccari 13 . . Diminution du transfert vers les parties |Colpaert and Van Assche,
. inus sylvestris |cadmium L
laccata, Thelephora terrestris aériennes 1993
S. luteus Pinus sylvestris |cadmium D[njlnutlon du transfert vers les parties Krznaric et al., 2009
aériennes
Suillus luteus Pinus sylvestris |cuivre Dmnuﬂon du transfert vers les parties Adriensen et al., 2005
aériennes
] ) . . . Diminution du transfert vers les parties )
Suillus bovinus, Thelephora terresfRdnus sylvestris |cuivre L. P Van Tichelen et al., 2001
aériennes
in situ Betula pendula  |cuivre, plomb D[njlnutlon du transfert vers les parties Bogrczuk et Kieliszewska-
aérienne Rokicka, 201
Hebeloma crustuliniforme Picea abies multiples Diminution du transfert vers les parties| Frey et al., 2000
Suillus bovinus Pinus sylvestris |zinc Tolérance accrue Adriensen et al., 2006
. . . . Diminution du transfert vers les parties .
Amanita muscaria, P. involutus| Betula sp. zinc L P Brown and Wikins, 1985
aériennes
. . . N Diminution du transfert vers les parties |Colpaert and Van Assche,
P. involutus, S. bovinus Pinus sylvestrigzinc ..
aériennes 1992
. . . . Diminution du transfert vers les parties |Colpaert and Van Assche,
T. terrestris Pinus sylvestris |zinc L.
aériennes 1992

Tableau VI:

ectomycorhizes

Etudes de la tolérance aux métaux lourds chez les champignons a

en symbiose avec une plante hote.
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Chez les champignons mycorhiziens arbusculaires, cette protection est aussi présente, ainsi
Abdel-Fattah et Shabana (2002) ont montré@laenus clarunprotégeVigna unguiculata du
BasidiomyceteRhizoctonia solaniCette protection serait la résultante de deux phénoménes :
d’'une part une nutrition accrue et performante, limitant en méme temps celle du pathogene, et
d’autre part la compétition pour les sites d'infection et les réactions antagonistes pouvant

exister entre le champignon mycorhizien et I'agent pathogene.

1.2.2.2.2. Protection contre les xénobiotiques :
[.2.2.2.2.1. Généralités :

Des substances xénobiotiques potentiellement présentes dans les sols peuvent perturber les
echanges décrits precédemment. Ainsi des composés organiques, surtout des hydrocarbures
aromatiques polycycliqgues (HAP), ou des ions métalligues sont susceptibles de modifier
I'assimilation de composés azotés ou carbonés par le champignon (Blaudez et al., 2000). Les
cellules fongiques qui entourent les racines des plantes constituent une barriere physique
contre les xénobiotiques et protégent ainsi le partenaire végétal du contact direct avec ces
substances toxiques. A c6té de cette protection physique, les champignons possédent des
mécanismes moléculaires de protection. Quant aux HAP, quelques espéeces fongiques sont
capables de les dégrader par voie enzymatique (Braun-Lullemann et al., 1999 ; Dittmann et
al., 2002 ; Genny et al., 2004).

[.2.2.2.2.2. Protection contre les effets toxiques des métaux lourds :

Jenstschke et al. (1999) ont montré que la réduction de la toxicité des métaux peut étre reliée,
souvent, a I'amélioration de la croissance grace a une meilleure nutrition et, de fait, une
meilleure dilution des métaux dans les tissus de la plante hote. Les travaux de Karagiannidis
& Nikolaou (2000) ont montré une diminution du nombre de spores dans le sol ainsi que de la

mycorhization en présence de cadmium et de plomb dans le sol.

Des expériences en systemes hydroponiques confirment que les champignons améliorent la
survie des jeunes arbres en présence de solutions de substances toxiques a la fois par une
consommation plus soutenue en nutriments et une diminution du transfert de métaux lourds a
I'hn6te (Adriaensen et al., 2005).
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Une forte toxicité va induire une pression de sélection forte et seulement quelques organismes
vont réussir a reconstituer des populations métallo-tolérantes. Ce phénomeéne est bien connu
chez les procaryotes (Mergeay et al.,, 2003). Toutefois, il est beaucoup plus laborieux de
réaliser des études de terrain sur la communauté ou de structure de la population de
champignons. En effet, les champignons sont des organismes le plus souvent cryptiques dont
la croissance hyphale est indéterminée, de fait, les caractéristiques telles que le nombre et la
taille des individus sont difficilement mesurables.

De nombreuses études traitant de la tolérance aux métaux chez les champignons et des
bénéfices partagés avec les plantes hotes ont été menées chez les mycorhizes a arbuscules
(tableau V) et les ectomycorhizes (tableau VI). D’'une maniére générale, ces études nous
montrent que les associations mycorhiziennes protegent efficacement les plantes hétes contre
les effets nocifs des métaux lourds. On peut notamment souligner 'augmentation de tolérance
due a une diminution du transfert de métaux lourds vers les cellules végétales (Adriensen et
al., 2005; Arriagada et al., 2010; Bojarczuk et Kieliszewska-Rokicka, 2010; Brown and
Wilkins, 1985; Colpaert and Van Assche, 1992 et 1993; Frey et al., 2000; Kozdro et al., 2007;
Van Tichelen et al., 2001). Le champignon, directement en contact avec le sol, donc avec les
meétaux lourds, va jouer un réle de «filtre » (Arriagada et al., 2010). Les moyens de
détoxication des métaux lourds mis en ceuvre pour réaliser ce rble important sont ceux
présentés dans le paragraphe 1.1.7, mais on peut souligner plusieurs autres stratégies. Les
champignons mycorhiziens augmentent le pH du sol de la rhizosphére lors d'un stress au zinc
élevé, ce qui se traduit par une baisse de la concentration en zinc soluble, ainsi, les
mycorhizes peuvent protéger les plantes hétes en diminuant la biodisponibilité du zinc.
(Audet et Charest, 2006 et 2008). On retrouve de fortes concentrations de métal au niveau des
parois cellulaires des hyphes extramatricielsledeloma crustuliniforme(lors de son
association avePicea abiej mais pas dans leur manteau (Frey et al., 20D@)la méme
maniére, Ker et Charest (2009) ont montré que les champignons mycorhiziens a arbuscule
ameliorent la tolérance au nickel du tournesol, notamment en aidant a la séquestration du

métal dans les racines de la plante héte et dans les tissus fongiques.

Un autre effet observé chez les associations mycorhiziennes est I'augmentation du transfert
vers la partie foliaire des plantes. Cet effet présente un grand intérét dans des possibilités de
phytoextraction (Citterio et al., 2005; Punamiya et al., 2010)
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Figure 17 : Photographie du Carpophore de Laccaria bigalbampignon établissant une

mycorhization du pin Douglas (source INRA Champenoux)
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1.2.3. Laccaria bicolor {(figure 17)

[.2.3.1. Généralités :

C'est le premier champignon symbiotique dont le génome a été séquencé. En effet, le Laccaria
Genome Consortium, en collaboration avec le Joint Genome Institute (US Department of
Energy), ont séquencé et analysé le génome de 65 millions de paires de bases de Laccaria
bicolor, S238N souche H82 (Martin et al., 2008).

Environ 20.000 genes codant pour des protéines ont été identifiés en combinant divers
logiciels de prédiction de génes. Néanmoins, une partie seulement, soit 14.464 protéines, a
montré une similarité de séquence (a l'aide du logiciel BLASTX avec un seuil d'e-value de

0,001) aux protéines déja documentées (Martin et al., 2008)

Le champignon symbiotiqukaccaria bicolor est un membre des Agaricales, un clade de
Basidiomycetes ectomycorhiziens. Il se développe rapidement en culture pure et ses
mycorhizes sont facilement établies avec les racines des arbres dans les conditions de
laboratoire. Enfin, cette espéce est utilisée dans de vastes programmes d’inoculation dans les
pépinieres forestieres commerciales dans le monde entier pour favoriser la croissance des

jeunes plants d'arbres (Villeneuve et al. 1991).

La systématique, la biogéographie ; la physiologie et I'écolodi@dsaria ont donc été bien
étudiées, notament au sein de l'unité UMR1136 (Courty et al., 2009; Felten et al., 2009;
Labbé et al., 2008 ; Lucic et al., 2008; Martin et al., 2008; Morel et al., 2008; Reich et al.,
2009).

1.2.3.2. Origine de la souche utilisée :

Une fructification delLaccaria bicolor a été collectée en 1976 sous un conifdigjga
mertensiana, dans le Parc national de Crater Lake (Oregon, USA) par Trappe et Molina et
déposée au Service des foréts (Corvallis, OR, USA). Une sous-culture de cette souche, dite
S238-0, a été transférée a I'INRA-Nancy en 1980 et rebaptisé S238N. Les spores ont été
obtenues a partir d'une fructification recueillies en dessous de plants de sapin de Douglas
(Pseudotsuga menzigsiinoculés avec la souche bicolor S238N. Pour la purification de

'ADN de haut poids moléculaire utilisé pour la construction de banques génomiques,

I'haploide monocaryotique de la lignée S238N-H82 a été utilisé.
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Figure 18 : cycle de vie d'un Basidiomycéte. Le cycle commence par la germination des
basidiospores qui donnent naissance a des mycéliums primaires haploides. La rencontre de 2
mycélia haploides primaires de types sexuels compatibles et leur fusion entraine la formation

du mycélium dicaryotique secondaire.
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1.2.3.3. Le cycle de vie de Laccaria bicoloffigure 18)

Les fructifications du champignon produisent des meiospores qui germent dans le voisinage
des racines de l'arbre-hote pour produire des mycelia haploides monocaryotiques. La fusion
de mycelia monocaryotiques haploides sexuellement compatibles résulte en la formation de
mycélia dicaryotiques (diploides). On retrouve deux facteurs sexuels complexes contrblant la
compatibilité des monocaryons et régulant le maintien de I'état dicaryotique. Le dicaryon est
la structure végétative prédominante chexcaria bicolor ainsi que chez la plupart des
autres Basidiomycetes. Dans des conditions appropriées, le mycélium filamenteux
dicaryotique fixé aux racines de I'hote produit des fructifications dans lequel la méiose se
produit. Les mycélia monocaryotiques et dicaryotiques sont capables d'une croissance
indéfinie dans le sol, permettant le maintien et la duplication du génotype dans chaque état de
ploidie. La symbiose ectomycorhizienne est généralement provoquée par des mycélia

dicaryotiques interagissant avec les racines courtes de I'arbre hoéte.

l.3. De la génétique « classique » a la métatranscriptomigue des microorganismes eucaryotes :

[.3.1. Les microorganismes eucaryotes :

Un de nos objectifs, lors de cette these, est d’étudier une réponse adaptative de
microorganismes eucaryotes du sol aux métaux lourds. L'étude phylogénétique de ces
derniers a beaucoup progressée depuis les années 2000. Pour discuter de ces microorganismes
et les classer, nous utiliserons les phyla définis par les travaux de Cavalier-Smith (2003;
2004; 2009 et 2010), Cavalier-Smith et Chao (2003), de Burki et al. (2007) et Lopéz-Garcia et
Moreira (2008) (figure 19). Les eucaryotes peuvent étre subdivisés en deux superclades : Les

unicontes et les bicontes (Cavalier-Smith, 2002).

[.3.1.1. Les Unicontes :

Les Unicontes comprennent exclusivement des eucaryotes hétérotrophes tels les opisthocontes

et les Amoebozoa.
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Figure 19 : Arbre phylogénétique des microorganismes eucaryotesUnicontes sont sur la
partie bleue et les iBontes sur la noi de l'arbre Un organisme de chaque branche

présenté. Chez les nitontes, on reconnaitrAspergillus sp.pour les Opistnkonta et

Dyctiostelium discoideumpour les Amoebozoa. Pour les bicontes sont représ

Trypanosoma brucepour les ExcavataParamecium caudatfCiliata), Peridinium willei

(Dinophyta),Plasmodium falciparur(Apicomplexa) pour les Alveolat®lasmopara viticole

pour les HeteronkontaZercomonas gigantic (Cercozoa)Alievium superbui (Radiolara),

Bolivina subaenariensigForaminifera) pour les RhizarieHemiliania huxley pour les

Haptophyta; Coleochaete scuts (Chloroplastida), Compsopogon p. (Rhodophyta),
Glaucocystis nostochinearum (Glaucophyta) pour les Pl (modifié d’apré Cavalier-

Smith, Burki et al. 200@t Lopé-Garcia et Moreira, 2008).
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e Les Opisthokonta sont composés d'organismes hétérotrophes, qu'ils soient
unicellulaires ou pluricellulaires. On y retrouve deux groupes taxonomiques
importants, celui des eumycétes (ou champignons) et des métazoaires. Les
opisthocontes ont en commun un caractére ancestral, un flagelle unique postérieur.

» Les Amoebozoa sont, pour la plupart, unicellulaires. lls sont souvent rencontrés dans
les sols et les milieux aquatiques commietyostelium discoideunfAnnesley et
Fisher, 2009)un Mycetozoa. On retrouve aussi certains organismes pathogene tel
Entamoeba histolyticéLejeune et al., 2009un Archamoebae parasite de 'homme.

Les Amoebozoa ont une forme amiboide (&dal., 2005 ; Minge et al., 2009).

1.3.1.2. Les Bicontes :

Les bicontes comprennent les Plantae, les Rhizaria, les Haptophytes, les Cryptophytes, les

Heterokonta et les Alvéolaires.

 Les Excavata sont des organismes unicellulaires hétérotrophes et généralement
flagellés. C’est un groupe monophylétigue (Hargil al., 2009) qui contient,
notamment, un embranchement bien étudié, celui des Euglenozoa. En effet, ce dernier
est composé d’organismes uni- ou bi-flagellés dont beaucoup sont des parasites tels
Trypanosoma brucei’agent responsable de la maladie du sommeil (Ralston et al.,
2009), ou Leishmania sp., agent causal de la leishmaniose (Oliveira et al., 2009).

» Les Heterokonta sont caractérisés par l'existence, au cours de leur cycle, d'une cellule
biflagellée avec deux flagelles différents : un flagelle court et lisse et un flagelle
plumeux (Adl et al., 2005). On retrouve dans ce phylum, par exemple, des parasites
commePlasmopara viticola, I'agent causal du mildiou de la vigne (Kennelly et al.,
2007), des algues unicellulaires comme les diatomées (Round et al., 2007) ou

multicellulaires comme les Xanthophyceae sp. (algues brunes).

* Les Alveolata ont en commun la présence de vésicules sous-membranaires, les
alvéoles pouvant servir de réservoir calcique ou contenir des plaques de cellulose,
constituant la théque chez les dinophytes. Le groupe des Alvéolobiontes rassemble les
Ciliés (ou Ciliata), les Dinophytes et les Apicomplexes.

o Les Ciliata sont des unicellulaires aquatiques. lls possedent une ciliature abondante

qui est utilisée pour le déplacement et la nutrition. Un représentant tres étudié de ce
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groupe esParamecium caudatunia plupart des ciliés présentent la particularité
d'avoir un appareil nucléaire bipartite : un (ou plusieurs) petit noyau, le
micronucleus, et un gros noyau, le macronucleus. Le premier assure les fonctions
sexuelles indispensables pour engendrer des variations génétiques alors que le
second dirige les fonctions trophiques quotidiennes et la multiplication asexuée
(Tanaka et Watanabe, 2003).

0 Les Dinophyta sont des organismes unicellulaires aquatiques. Malgré l'origine

photosynthétique de ce groupe, 50% environ des dinophytes sont hétérotrophes
(Sanchez-Puerta et al., 2007). On retrouve dans ce groupe deux flagelles inégaux

qui entrainant un mouvement de nage rotatoire spécifique.

0 Les Apicomplexes: Ces micro-organismes, unicellulaires, sont pour la grande

majorité des parasites de métazoaire. On y trouve un complexe apical formé
d'organelles spécialisées donnant le nom a ce groupe. Ce complexe permet au
parasite de pénétrer dans I'néte. lls ne possedent pas de flagelle sauf a certains
moments du cycle vital faisant généralement intervenir plusieurs hotes.
Plasmodium falciparumagent du paludisme (Carucci, 200Ifxoplasma gondii

causant la toxoplasmose (Innes, 2010) font notamment partie de ce phylum.

Le terme Rhizaria a été proposé par Cavalier-Smith (2002). C’est un groupe
hétérogene de protistes, dont la majorité prend une forme de pseudopode ou amiboide,
mais on retrouve aussi des lignées parasitaires et quelques flagellés. L'existence de ce
super-groupe est basée sur plusieurs études phylogénétiques (Bhattacharya et al.
1995), (Cavalier-Smith et Chao, 1997) et des analyses de constituants cellulaires telle
l'actine (Keeling 2001, Nikolaev et al. 2004) ou la polyubiquitine (Archibald et al.
2003). On subdivise les Rhizaria en Radiolaires, Foraminiferes et Cercozoaires
(Pawlowski et Burki, 2009).

0 Les Radiolaria: lls font partie du zooplancton. lls se caractérisent par la
présence d'une capsule centrale séparant physiqguement un ectoplasme d'un
endoplasme (Ogane et al., 2009).

o Les Foraminifera : lls ont un mode de vie benthique (sur et dans le sédiment)
ou planctonique. lls sont de formes amiboides et la plupart se construisent

aussi des tests (appelées souvent a tord coquille) qui permettent une
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classification des foraminiferes selon leur composition (organique, agglutinés,

carbonatés ou siliceux) (Pawlowski et Holzmann, 2002).

Les Cercozoa : Les Cercozoaires sont un groupe comprenant la plupart des

protozoaires amiboides ou flagellés qui se nourrissent par filopode

(pseudopode filamenteux). La plupart sont hétérotrophes. Certains sont

devenus photosynthétiques par assimilation d’'une algue verte (Archibald,
2005).

Les Plantae : C’est le groupe d’eucaryotes dans lequel la photosynthése est apparue en
premier, de fait, les Plantae sont souvent appelées Archaeplastidet @dl2005).

Tous les membres de ce groupe, Toutes les especes de ce groupe, a l'exception de
guelques lignées mineures (parasites ou hétérotrophes), sont photosynthétiques et ont
acquis leurs plastes par endosymbiose primaire. Les plastes de ce groupe sont
monophylétiques (Reyes-Prietd al., 2007). Ce groupe est divisé en 3 sous-groupes,
celui des chloroplastides, celui des glaucophytes et celui des rhodophytes.

o0 Les Chloroplastidae regroupent les plantes terrestres et la plupart des algues

vertes. llssont composés d’organismes uni et multicellulaires.

Les Glaucophyta sont des organismes unicellulaires de forme variable. lls
possedent des chloroplastes de couleur bleu-vert comportant des pigments
accessoires contenus dans les phycobilisomes: la phycocyanine et

l'allophycocyanine.

Les Rhodophyta, appelés plus communément les algues rouges, sont pour la
plupart des organismes multicellulaires marins. Les Rhodophytes contiennent
des pigments rencontrés chez les autres végétaux, la chlorophgtledes
caroténoides, on retrouve aussi des phycobilisomes contenant, a l'instar des
glaucophytes, de l'allophycocyanine (couleur bleue), de la phycocyanine

(bleu) et de la phycoérythrine (rouge).

Les Haptophyta sont un groupe d’algues unicellulaires. Les pigments principaux sont

les chlorophylles a et ¢ mais aussi des xanthophylles comme la fucoxanthine.
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Cryptophyta se rencontrent dans tous les types de milieux aquatiques. Certaines
especes sont des parasites intestinaux de métazoaires, d’autres sont endosymbiontes de
dinophytes, d’autres encore vivent symbiotiguement dans I'ectoplasme des

Radiolaires.

1.3.2. De la génétique a la génomique .... :

Depuis la fin des années 1990, la biologie et la médecine subissent une véritable révolution
basée sur une détermination toujours plus rapide de séquences d’ADN, ainsi que le

séquencage d’'un nombre croissant de génomes (Fields et al., 1999).

Le terme génome a été utilisé pour la premiere fois par H. Winkleren en 1920 et se référe au

jeu complet de génes et de chromosomes d’un organisme (Hieter et Boguski, 1997).

Au fil des années, nous avons assisté a un essor de nouvelles technologies et de nouvelles

disciplines scientifiques.

Le terme de «génomique» a été créé en 1986 par Thomas Roderick pour décrire la discipline

scientifique consistant a cartographier, séquencer et analyser les génomes (McKusick, 1997).

L’'analyse des génomes est maintenant divisée en « génomique structurale » et « génomique

fonctionnelle ».

La génomique structurale représente la phase initiale de I'analyse d’un génome et a
une limite claire : la construction, pour un organisme donné, de cartes génétiques,
physiques et de transcrits de haute résolution. L'ultime carte physique d’un organisme

étant sa séquence nucléotidique complete.

La génomique fonctionnelle est une nouvelle étape de I'analyse des génomes. Cette
étape a trait au développement et a I'application d’approches expérimentales globales
(a I'échelle du génome ou du systeme) pour établir la ou les fonctions des genes en
utilisant les informations et les moyens fournis par la génomique structurale. Elle est
caractérisée par une forte capacité de traitement ou des méthodologies a grande
échelle sont combinées a des analyses statistiques et informatiques des données
(Hieter et Boguski, 1997). La génomique fonctionnelle doit permettre d’élucider la

fonction des génes séquenceés.
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De nombreuses études utilisant des techniques globales comme la génomique ou la
protéomique et menées en laboratoire chez des modéles procaryoteschetichia coli
(Isarankura-Na-Ayudhya et al., 2009; Wang et Crowley, 2005), ou eucaryotes comme
Saccharomyces cerevisia@/ido et al., 2001) ont permis de mettre en évidence les
mécanismes majeurs impliqués dans la toxicité due a différents métaux lourds et de les

transposer a d’autres organismes.

hY

Les progrés récents en écologie moléculaire microbienne ont conduit a identifier de
nombreuses nouvelles espéces de microorganismes dont les conditions correctes de culture
n'ont pas encore été découvertes (Hugenholtz et Pace, 1996; Nesbg et al., 2005; Rappe et
Giovannoni, 2003, Strous et al., 2006; Tyson et al., 2004).

Parmi ces microorganismes, on retrouve des eucaryotes (Amaral-Zettler et al., 2002) qui
peuvent parfois constituer une fraction tres importante de la biomasse microbienne des sols
(Hogberg et Hogberg, 2002). L'étendue de la biodiversité des microorganismes colonisant les
milieux naturels est révélée par l'extraction des acides nucléiques (ADN et/ou ARN)
d’échantillons environnementaux couplée a l'analyse de séquences conserveées, comme les
ADN ribosomiques, amplifiées par PCR. Toutefois, en se focalisant sur 'analyse des génes
codant les ARN ribosomiques, la plupart de ces approches moléculaires demeurent trés
descriptives et n’abordent que tres peu les aspects fonctionnels des communautés

microbiennes étudiées.

[.3.3. & la métagénomique ... :

Considérant que le génome est la collection de toutes les informations génétiques d'un
organisme (Pfeiler et Klaenhammer, 2007), le métagénome est donc la collecte de toutes les

informations génétiques de I'ensemble d'un écosystéeme donné (Grzymski et al., 2008)

Le concept de métagénomique est apparu il y a quelgues années (Rondon et al., 2000). Le
métagénome pouvant étre défini comme la somme des génomes des différents
microorganismes cohabitant dans un méme échantillon environnemental. L’ADN total isolé
de I'environnement est cloné sous forme de fragments dans un vecteur d’expression pour
constituer une banque d’ADN métagénomique. L’'exploitation de ces banques permet une
analyse de la biodiversité taxonomique et fonctionnelle des communautés par I'étude

combinée des genes ribosomiques et de genes impliqués dans des fonctions précises (Courtois
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et al., 2003). Un autre grand intérét des banques d’ADN métagénomique réside dans
I'expression potentielle des génes extraits de la métapopulation formée a plus de 99% de

microorganismes réfractaires a la culture in vitro.

Ces bibliotheques sont générées a des fins difféerentes englobant la recherche fondamentale et
la recherche appliquée. Le métagénome est considéré comme un vrai trésor de nouvelles
enzymes (Voget et al., 2003; Yun et al., 2004).

A partir d'une banque d’ADN métagénomique, deux types d’analyses peuvent étre
effectuées : une basée sur les séquences et l'autre sur la fonction des organismes la

composant.

[.3.3.1. Analyse des séquences du métagénome :

Cette approche requiert des amorces particulieres pouvant s’hybrider aux régions conservées
de genes connus. L’application de ceci est donc limitée a lidentification de nouveaux
membres de familles connues comme par exemple des génes codant pour 'ARNr 16S
(Rondon et al., 2000) ou pour des enzymes ayant des domaines trés conservés (Courtois et al.,
2003).

Une autre approche a été suivie, le séquencage aléatoire de banques, il faut toutefois tenir
compte de la puissance de séquencage et d'assemblage que cette voie nécessite. On peut citer
la technologie de la « puce a ADN » qui a été notamment utilisée pour étudier I'effet d’'un sol
pollué sur I'expression des genedAdhaliana (Magrini et al., 2009) ou l'effet de divers
contaminants sur la diversité des microorganismes des eaux souterraines (Waldron et al.
2009). Cependant Zhou et Thompson (2002) décrivent cette technologie comme étant 100 a
10000 fois moins sensible que la PCR, la rendant inappropriée a I'analyse de séquences peu

abondantes dans un milieu donné.

[.3.3.2. Analyse des fonctions du métagénome :

La banque est criblée a la recherche d’'un phénotype particulier, par exemple la production

d’un antibiotique, la tolérance a un stress donné, une activité spécifique d’enzymes ...

Cette stratégie est idéale pour identifier de nouvelles classes de genes codant pour des

fonctions connues ou non. Elle fut notamment utilisée lors de I'étude de nouvelles protéines
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de résistance au nickel (Mirete et al., 2007) ou la découverte de nouveaux moyens de

résistance aux antibiotiqgues mis en place par des microorganismes (Diaz-Torres et al., 2003)

Les micro-organismes eucaryotes (champignons, « protistes », ...) jouent un rble essentiel
dans la vie et la fertilité des sols en tant que décomposeurs de la matiére organique,
symbiontes ou pathogénes des macroorganismes végetaux ou animaux, prédateurs régulant les
populations bactériennes ...Néanmoins peu de données d'études globales sur les eucaryotes
sont disponibles a ce jour. Cependant, les approches utilisées avec succes pour I'étude de
microorganismes procaryotes de I'environnement terrestre (Leininger et al., 2006; Urich et al.,
2008) ou marins (Frias-Lopez et al., 2008; Gilbert et al., 2008; Poretsky et al., 2009) semblent
peu appropriées a I'étude des eucaryotes. Ceci peut-étre du au fait qu'ils étaient minoritaires
dans les écosystemes étudiés ou qu'ils ont été exclus physiquement avant I'extraction de
I'ADN.

L'étude de métagénomes eucaryotes est confrontée a plusieurs obstacles.

[.3.3.2.1. La taille du génome eucaryote :

Les génomes eucaryotes ont une densité de génes bien plus faible et des tailles tres
supérieures a celles des génomes procaryotes. Ainsi peut-on observer des tailles allant de 13.8
Mpb pour la levuréschizosaccharomyces poméood et al., 2002), avec une estimation de

4800 genes codant des protéines, a 69 Mpb pour la paramécid’ail@daecium tetraurelia

(Aury et al., 2006), avec une estimation de 39 600 protéines putatives.

En conséquence, il est tres difficile de créer une banque métagénomique (donc une banque
d'ADN génomique) contenant une fraction importante des genes contenus d'une communauté

microbienne eucaryote.

[.3.3.2.2. La présence fréquente d'introns :

De plus, la présence d’introns dans de nombreux genes eucaryotes et la non conservation de la
machinerie de transcription entre eu- et procaryotes n’autorisent pas un criblage direct des
clones bactériens recombinants pour la production de métabolites ou d’enzymes d’origine

eucaryote.
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1.3.3.2.3. Des problémes techniques :

Il n'existe pas de protocoles permettant une séparation facile des cellules eucaryotes de celles
des bactéries. Ainsi, une banque métagénomique issue d'un milieu complexe, tel le sol,

comprendrait de 'ADN eucaryote mais aussi, nécessairement, des séquences procaryotes.

1.3.4. ... a la métatranscriptomique :

1.3.4.1. Généralités :

Pour palier aux problemes suscités, il a été suggkrétravailler sur les « ARN
environnementaux » (Grant et al., 2006) lors des études des microorganismes eucaryotes. Le
transcriptome peut étre décrit comme l'ensemble des génes d'un organisme qui sont exprimés
dans les conditions indiquées au moment de I'échantillonnage (Hegde et al. 2003; Velculescu
et al., 1997; Wang et al., 2009); par extension, le métatranscriptome peut étre considéré
comme I'ensemble de tous les genes exprimés par un ensemble d'organismes d'un écosystéme
donné dans les conditions indiquées au moment de I'échantillonnage. L'étude du
métatranscriptome, la métatranscriptomique, est donc un outil puissant permettant
d’appréhender le caractere essentiel de certains génes pour la survie dans certaines conditions

particuliéres.

Grace a leur queue poly-A (jusqu'a 30 résidus), les ARN messagers eucaryotes peuvent, en
effet, étre isolés spécifiguement a partir d'un mélange complexe d'’ARN et convertis en ADNCc.
Ce dernier peut étre cloné pour générer des banques environnementales d'’ADNc ou banques
meétatranscriptomiques d'’ADNc (Bailly et al., 2007). Ces banques sont représentatives de la

fraction exprimée des geénes codant pour des protéines au moment de I'échantillonnage.

Grant et al. (2006) ont utilisé une premiére fois cette stratégie en utilisant I'ARN extrait de
I'eau de sources chaudes et de boues activées alors que Todaka et al. (2007) ont fait de méme

a partir d'une communauté symbiotique de protistes de l'intestin de termites.

1.3.4.2. Le projet EUMETATOX :

Cette these s’inscrit, pour la partie « métatranscriptomique », dans le projet EUMETATOX.
Ce projet est coordonné par Roland MARMEISSE, chargé de recherches au CNRS et localisé

a I'Université de Lyon 1.
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Extraction directe d’acides
nucléiques du sol pollue

Obtention d° AR Nm

Obtention d’ADN et
d’ARN polvA eucaryotes
I RT-PCR
|
| | ADNc
ADN ARN Thraoe
Réaction de PCR. Reaction de RT-PCR. I
[ Banqued’ADN, |
|
ADNr18s | ARNr 185 I 1
[ ] [ Sequencage direct ] Criblage par expression
dans un mutant sensible
aux métanx lourds

Etude des génes
Séquencage apportant une résistance

1
Diversité phvlogénétique Diversité fonctionnelle
eucaryotes euncaryotes

Figure 20 : Organigramme représentant le principe général du projet. Les deux parties du
projet y sont représentées, I'étude de la diversité phylogénétique eucaryote d’'une part et
I'étude de la diversité fonctionnelle des eucaryotes de notre banque d’autre part. Les parties
en jaune sont celles qui ont été réalisés, au moins en partie, a Nancy
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EUMETATOX a pour objectif de révéler les mécanismes d'adaptation a des métaux lourds,
notamment le zinc et le cadmium, mis en place par les différents microorganismes eucaryotes

présents dans un sol donné.

Une approche originale de génomique environnementale, la métatranscriptomique, a été mise
en place. Cette approche, schématisée sur la figure 19, est basée sur I'extraction directe des
ARN de sols pollués ou non et la conversion des ARN messagers eucaryotes en ADNc qui
sont clonés dans un vecteur d'expression de levure pour constituer des banques d'ADNc
environnementales. Celles-ci sont criblées par complémentation fonctionnelle de mutants de
levure sensibles aux métaux lourds. L'analyse fonctionnelle des genes ainsi sélectionnés

devrait nous renseigner sur les mécanismes d'adaptation mis en place.

Ce projet s'appuyait en parallele sur un programme du Genoscope accepté en 2006 visant a
séquencer de facon systématique les inserts des banques afin d'obtenir une vision globale des

activités physiologiques exprimées par I'ensemble des organismes eucaryotes du sol.

Deux laboratoires francais participent a ce projet: 'UMR CNRS-Université Lyon 1 d'Ecologie
Microbienne et 'UMR 1136 INRA/Nancy-Université Interactions arbres-microorganismes.
Deux partenaires étrangers sont aussi associés : I'Université de Hasselt notamment pour le
choix des lieux de prélevements et les facilités de prélevement et de I'Université de Parme

pour son expertise sur les mutants de levure.
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Figure 20 : Carte de laprovince du Limbourg enBelgique ou se situent les sites
prélevements (zoonainsi quela ville de référence (Lommel).

Tableau VIl : Analyses physic-chimiques des sols de Paal, Lommel et Balen prélev
novembre 2006 et juin 2008. \ : Matiére Organique.

Stte pH Pourcentage humidif#10 (g.kg")

Paal 4,6¢ 4,8 4,9
Lommel 4,6¢€ 4 15,8

Balen 5,7¢ 8,7 30,9
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II.1 Les sites d’étude :

Les sites d’études de Lommel, Paal, Overpelt et Balen sont situés dans la Province du
Limburg et d’Anvers (en Campine, région du nord-est de la Belgique) dans un périmétre
d’environ 60 km (figure 21). Le sol des sites étudié est sableux, et on y trouve des valeurs
différentes de pH, d’humidité et de taux de matiére organique (Tableau VII). Ces parametres
sont globalement plus élevés pour le site de Balen, sur lequel une végétation plus importante a

été observée.

Suite a l'activité de quatre zingueries, le sol a été contaminé sur plus de 280 km? par des
eléments traces métalliques ; ainsi trouve-t-on sur environ 70 km2? des parcelles de sol

contenant plus de 3 mg/kg de cadmium.

Dans certains emplacements de préléevements, on observe aujourd’hui une zone nue, quasi
désertique, ol la végétation naturelle a disparue sur de grandes surfaces. A l'origine, ceux-ci
faisaient parti d'un paysage de landes, dominé par une végétation de callunes et de bouleaux

développés sur des sols pauvres, assez acide, sableux, typique de la région.

A Lommel, une fonderie a fonctionné entre 1904 et 1974. Le zinc a été produit par un procéde

pyrométallurgique, méthode émettant dans l'atmosphére de trés fortes émissions de zinc et
d'autres métaux associés, tels que le plomb, le cuivre et le cadmium. Des déchets solides, tels
gue des cendres et des scories métalliques, furent également stockées sur le site. En 1974,
l'usine fut fermée et démolie. Pendant ce temps, une zone sans vegeétation s'était développée
autour des installations. Le site fut nivelé puis laissé a I'abandon. Pour notre étude, ce site sera
considéré comme anciennement contaminé. En effet, la concentration actuelle de métaux dans
le sol est bien inférieure a celle observée au début de ce siecle, qui, elle, était équivalente a
celle observée a Balen de nos jours (Damien Blaudez, communication personnelle). On peut

émettre aisément une hypothese de « lessivage » des métaux.

Le site de Balen, situé a proximité de la plus grande fonderie de zinc européenne toujours en
activité, présente des concentrations totales, disponibles et biodisponibles en zinc et en
cadmium plus élevées que celles dosées sur les sites de Lommel et Paal. Des études de
phytoréemédiation y sont effectuéees depuis une dizaine d’années (Adriaensen et al., 2004;
Colpaert et al., 2000; Vangronsveld et al., 1996).

Le site de Paal est relativement éloigné de toute industrie métallurgique. Ce site ressemble a

celui de Lommel.
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Tableau VIl : Composition du milieu Pachlewski (Pachlewski et Pachlewska, 1974).

Composé Concentration finale dans le milieu
Glucose 20 g.I*
Maltose 5g.I*
Tartrate d'ammonium 2,3."
KHoPO 1,0 g.I*
MgSQy.7H,0 0,5g.I
Thiamine hydrochloride 10 pg.t*
ZnSQ, 7H,0 0,63 mg.I*
MnSQs,H,0 1,54 mg.1*
CuSQ,5H,0 0,25 mg.t*
Mo70,NHg,4H,0 0,05 mg.t*
Fe-EDTA 3,44 mgt
pH 5,5

Autoclavage

Tableau IX : Composition du milieu Luria - Bertani (LB).

Composé

Concentration dans le milieu

Bacto-Tryptone
Extrait de levure
NacCl

Agar
Autoclavage

Ampicilline

10g.1™

5g.I'1

10 g.I'1

20g.1™

20 minutes a 120°C
100 ug.ml'1

20 minutes a 120°C
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Aujourd’hui, plus de 30 ans apres l'arrét des activités industrielles, les horizons supérieurs des

sols sont toujours fortement contaminés par des métaux non ferreux.

Lors d’études dans les années 2000, les teneurs totales les plus fortes avaient tendance a se
trouver entre 20 cm et 40 cm de profondeur. Néanmoins, Le cuivre et le plomb sont a leur
maximum dans la partie la plus superficielle du sol alors que des pics de cadmium sont
observés plus profondément : entre 20 et 40 cm voire méme entre 40 et 60 cm. Les données
de profondeur montrent une forte diminution de la pollution métallique vers les couches les
plus profondes : a 1,5 a 2 m de profondeur, les concentrations tendent a revenir a des valeurs

normales (Baize, 2002).

[1.2. Matériels biologiques :

[1.2.1. Isolats fongigues et conditions de culture :

Dans cette étude, lisolat utilisé est la souche dicaryotique S238N du champignon
ectomycorhizienLaccaria bicolor provenant d'une fructification récoltée en 1976 sous un
conifere, Tsuga mertensiana, dans le parc national de Crater Lake aux Etats-Unis (Oregon)
Les isolats fongiques utilisés sont la souche américaine dicaryotique S23Batachia

bicolor, la souche monocaryotique S238N-H82 (Di Battista et al. 1996). C'est un
Basidiomycete qui appartient a I'ordre des Tricholomatacées, famille des Agaricales.

L'entretien des souches Haccaria bicolorest assuré par repiquages successifs a partir des
souches meres conservées a 25°C et a I'obscurité. Ces dernieres sont cultivées pendant 10
jours sur milieux de Pachlewski gélosé (Pachlewski et Pachlewska, 1974). La composition de

ce milieu est donnée dans le tableau VIII.

Pour les expériences nécessitant de transférer les colonies fongiques sur d’autres milieux
nutritifs, des disques de cellophane préalablement traités a 'EDTA (10 mM) a 100°C pendant
20 minutes, rincés et autoclavés, sont ajoutés dans les boites de Pétri. L'inoculum est déposé

sur la feuille de cellophane.

67



Tableau X : Génotype des souches de levure utilisées :

Souches Génotype Référence
BY4741 |MATa hisGAl leuzAO metl!AO uraiAO Euroscarf YO000
zclA |MATa hisz Al leuz AO met1l!AO urazAO ZRC1::kanMX Euroscarf YO082
cotlA |MATahisGAl leuzAO metl! AO uraz A0 COT1::kanMX Euroscarf Y0161
ycf1A |MATa hisZ Al leuz AO met1!AO uraZAO YCF1:kanMX. Euroscarf YO406
pmrlA [MATa hisGAl leuz AO metl!AO uraZ A0 PMR: :kanMX¢ Euroscarf Y0453
anflA [MATa hiszAl leuz AO met1!AO uras AO SMF: :kanMX¢ Euroscarf Y0627
cup2A |MATa hisc Al leuz AO met1!AO urat AO CUPZ:kanMX«¢ Euroscarf Y0453
cccld  |MATa hisSAl leuz AO met1tAO ura3A0 CCC1l:kanMX¢ [Euroscarf Y0416
yapld  [MATa hisZAl leuz AO met1fAO ura3A0 YAPI:kanMX< |Euroscarf YO056

Tableau XI : Composition du milieu YPD.

Composé Concentration finale dans le milieu
Bacto-Tryptone 20 g.l1
Extrait de levure 10 g.l1
Glucose 20 g.l1
Agar 20 g.l1
Autoclavage 20 minutes a 120°C

Tableau Xl : Composition du milieu synthétique sans uracile (SD-URA).

Composé Concentration finale dans le milieu
YNB (Yeast Nitrogen base) sans acide aminés 1,7 gt
et sans N
(NH4)2SOq 5g.rt
Synthetic Drop-out without uracile (Sigma) 1,98 g.I'
glucose ou galactose 20 g.I'
Agar 20 g.I'
pH Ajusté a 5,8
Autoclave 20 minutes a 120°C
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11.2.2. Souche bactérienneEfcherichia coliet conditions de culture :
La souche DH& d’Escherichia coli(supE444lacU169 @80LacZaM15) hsdR17 recA 1 end

Al gyr A96 thilrelAl) a été utilisée pour les étapes de clonage et de multiplication du

plasmide. Elle est également conservée au laboratoire a -80°C. Cette souche est cultivée sur
milieu Luria-Bertani (LB) (Sambrookt al, 1989) (Tableau 1X). Son taux de transformation
est élevé. Elle permettra la synthese d'un grand nombre de copies des plasmides. Les
transformants obtenus lors des expérimentations sont conservés par repiquage sur milieu
LB+Ampicilline (LB+Amp) (Tableau IX). L'ampicilline étant le marqueur de sélection de la

présence des plasmides utilisés dans cette étude.

11.2.3 Souches de Saccharomyces cerevisiae et conditions de culture :

Les souches de levures déficientes utilisées sont des mutas aievisiae Elles sont
conservées au laboratoire a —70°C. Leur génotype est présenté dans le tableau X.

Les différentes souches & cerevisiaaléficientes en transporteur sont réactivées sur milieu
YPD (Yeast Peptone Dextrose) géloseé.

La composition du milieu YPD et présentée dans le tableau XI. En fonction de la souche de
levure déficiente utilisée, le milieu de culture présentant des conditions de restriction n’est pas
le méme. En effet, on ajoute au milieu utilisé (milieu minimum synthétique, tableau XIlI), des
agents de sélection (métal a la concentration désirée et/ou chélateur de métaux) suivant
I'expérience envisagée.

Les cultures sont réalisées en aérobiose, a 30°C. Toutes les expériences nécessitant une culture
liquide ont été effectuées sur des cellules en phase exponentielle de croissance.

On remplace le glucose par du galactose dans les cultures de levure transformées a l'aide du
plasmide pYES2 quand on veut activer la transcription de l'insert car celle-ci est sous le

contrdle du promoteur pGAL1 qui est induit par le galactose et réprimée par le glucose.

11.2.4. Plasmides utilisés :

11.2.4.1. Plasmide dE. coli:
Le plasmide pGEM-T easy (3015 pb) (Promega) posséde le géne de résistance a

I'ampicilline et un multisite de clonage localisé dans le géne lacZ (figure 22). Il a été utilisé

pour le clonage de produits d’amplification par PCR dans E. coli
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Xmn | 2009
Nae |
Scal 1890 2707
f1 orl\
Amp'
pGEM®-T Easy lacZ
Vector T7T
(3015bp)

on

pGEM®-T Easy Vector Sequence reference points:
T7 RNA Polymerase transcription initiation site 1

SP6 RNA Polymerase transcription initiation site 141
T7 RNA Polymerase promoter (17 to +3) 2999-3
SP6 RNA Polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
multiple cloning region 10-128
lacZ start codon 180
lac operon sequences 2836-2996, 166—395
lac operator 200-216
B-lactamase coding region 1337-2197
phage 1 region 2380-2835

pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2956-2972
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site ~ 176-192

Figure 22 : Carte de restriction du vecteur pGEMT-T Easy (promega). Ce plasmide possede
le gene de résistance a I'ampicilline et un multisite de clonage localisé dans le gene lacZ.

Notl-BstXI-BstHI-INotl

pGES’

i

pFL61

(5425 pb)

AmpR

pMB1 on

pGK3’

URA3

2 micron

Figure 23 : Carte de restriction du vecteur pFl61. Ce plasmpimEsede le géne de résistance a

'ampicilline et deux sites de clonages (Notl et BstXl) en aval du promoteur de la
phosphoglycérokinase d& cerevisiaelLa cassette de clonage est entourée par deux régions,
L2 et R2. Ce plasmide est pourvu du géne marqueur URA3.
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SraB |

Comments for pYES2:
5858 mucieotides

AL T pramoier bases 1-451

TF promaiesdpriming sfe: bemes 475494
Muilliple cloning site: Biasas S0A-600

CYEA ransoripion ierminalor: bemes G08-8558
pliC origine bases 10381711

Ampacillin resislanca gene: bases 1856-2T16 {C]
URAZ gena; bases 2734-3841 (T}

2 micron §p) orgin: bases 3845-53 16

T origin: bases S384-5338 (C)

(Z) = complemantanry sirend

Figure 24 : Carte de restriction du vecteur pYES2 (invitrogen) Le promoteur pGAL1 de

levure, en amont du site de clonage, est induit par le galactose et réprimé par le glucose. Ce
plasmide porte le géne marqueur d’auxotrophie URA3 et le gene de résistance a I'ampicilline

Not I Sfi 1A Xho 1 Pst I Sfi IB Not I
5'-GGCCGCATGGCCATTACGGCCAGAGCTCGAGAGC TGCAGAGCTGGCCGCCTCGGCCAGC-3' SA1PFL
Sfi2PFL 3-CGTACCGGTAATGCCGGTCTCGAGCT CTCGACGTCTCGACCGGCGGAGCCGGTCGCCGG-5

pFL61 modifié URA3 |
W Ampicilline 5479 bps

Figure 25 : Carte du vecteur pFL61 modifié utilisé pour le clonage des inserts de la banque
d’ADNCc lors des études de métatranscriptomique (Lehembre, 2009). Ce plasmide est modifié
par insertion des séquences hybrides Sfi2PFL/SfilPFL dans la régibrpsohettant

l'insertion des deux sites de restrictions Sfi IA et Sfi IB. Ces sites de restrictions serviront &
I'insertion orientée des ADNII contient également les origines de réplication Ori C et 2|,

ainsi qu’un promoteur fort PGK. Le géne de résistance a I'ampicilline et celui permettant la
synthese d’uracile serviront de marqueurs de sélection en systeme bactérien et levure,
respectivement.
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Ce plasmide linéaire possede une base thymidine a chacune de ses extrémités 3'OH,
permettant d’augmenter I'efficacité de ligation des produits de PCR obtenus avec 'ADN
polymérase Advantge 2 (Clontech). Celle-ci rajoute en effet une molécule de dATP avec
extremités 3'OH des fragments d’ADN qu’elle génére. Les amorces SP6 et T7 encadrent la
cassette de clonage et permettent 'amplification du fragment d’ADN cloné dans ce vecteur

pour vérifier son insertion.

[1.2.4.2. Plasmides navettes S. cerevisiae - E. coli

11.2.4.2.1. pFL61 figure 23
Le plasmide pFL61 (5425 pb) possede le gene de résistance a I'ampicilline et deux sites de

clonages (Notl et BstXl) en aval du promoteur de la phosphoglycérokingseceeevisiae

Les régions L2 et R2 encadrent la cassette de clonage. A l'aide d’amorces spécifiques L2 et
R2, il est alors possible d'amplifier le fragment cloné dans ce vecteur pour vérifier a la fois sa
présence et/ou son orientation. Ce plasmide est pourvu du géne margdsurCe plasmide

a ete utilisé pour exprimer les genes étudiés dans la levure.

11.2.4.2.2. pYES2 figure 24
Le plasmide pYES2 (5900 pb) (Invitrogen) est un vecteur nauesteherichia col

Saccharomyces cerevisiaentenant les origines de réplication pUC ori (pour les bactéries) et

2 (pour les levures). Le promoteur pGAL1 de levure, en amont du site de clonage (figure
30), est induit par le galactose et réprimé par le glucose. Ce plasmide porte le géne marqueur
d’auxotrophie ura3 et le géne de résistance a I'ampicilline. Le plasmide pYES2 contenant le
gene codant la « green fluorescent protein » (GFP) inséré au niveau dbasi(pYES2-

GFP) est utilisé dans les expériences de localisation des protéines d'intérét chez la levure.

11.2.4.3. Plasmide de la banque de métatranscriptomifigere 25

Les banques d’ADNc environnementales utilisées ont été fournies par I'équipe d’écologie
microbienne de Roland MARMEISSE (Université Lyon 1). Elles ont été construites a partir
d’ARN messagers rétrotranscrits issus de sols des sites de Lommel, Paal et Balen en
Belgique. Les ARNm polyadénylés eucaryotes ont été extraits et purifieés par affinité sur billes
magneétiques recouvertes d’'oligo-(dT) a partir des ARN totaux du sol. Ces ARNm ont ensuite

été retro-transcrits, puis amplifiés, pour fournir des AON sont bordés par les sites de
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restrictionsSi IA et Sfi IB, permettant leur clonage dans le vecteur d’expression pFL61
modifié. Les ADN de taille inférieure a 400 pb sont éliminés.

Le plasmide utilisé pour les tests de complémentation fonctionnelle chez la levure est pFL61
modifié (Lehembre, 2009) (Figure 25). Il s’agit d’'un plasmide navette de 5,478 kb possédant
un gene de résistance a I'ampicilline pour sa sélection Ehepli et le geneura3 pour sa
sélection ches. cerevisiaell contient les origines de réplication OriC pour la propagation
dans I'h6te bactérien et I'origine de réplication @pur la propagation chez la levure, ainsi
gu’un promoteur constitutif fort PGK. Il contient également les sites de restriGiol#s et

Sfi IB permettant l'insertion des ADNbar ligation en aval du promoteur dans le Sib¢ 1. |l

est de type réplicatif et a grand nombre de copies.

11.3. Méthodes :

II.3.1. Techniques d’extraction et d’analyse des acides nucléiques :

11.3.1.1. Extraction de 'ADN plasmidique H: coli :

La colonie bactérienne est mise en culture sur la nuit a 37°C sous agitation, puis centrifugée 5
minutes a 3500 rpm. L’ADN plasmidique est ensuite extrait et purifié a I'aide du kit « Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System » (Promega) suivant les indications du
protocole donné par le fournisseur. Les plasmides sont élués d’'une colonne fixant les acides
nucléiques avec 100uL d’eau sans DNase dans un microtube plastique. Leurs concentrations
sont mesurées par spectrophotométrie. Une unité dgyfp@orrespond & 50pg.ritd’ADN.

La solution plasmidique est conservée a -20°C.

11.3.1.2. Extraction des ARN totaux de matériels fongiques :

L’extraction des ARN totaux de mycélium est réalisée a I'aide du kit "Rneasy Plant Mini Kit"
(Qiagen) a partir de 50 a 100 mg de mycélium jeune (prélevé en périphérie de la colonie)
congelé a -80°C et broyé a l'aide d'un broyeur a billes (MM Retsch 300, Qiagen). Les ARN
obtenus sont repris dans fi0d'eau stérile traitée au DEPC (inhibiteur de RNase) avec un
rendement moyen, estimé par spectrophotométrie, de 1 pg/ul. Une unité de DO a 260 nm
correspondant a 4@/ml d'ARN. La qualité et la quantité des ARN sont vérifiées sur gel

d'agarose a 1% a partir d'un dépot dg.1a qualité est contrdlée sur un gel d’agarose 1% ou
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les ARNr 28 S et 18S apparaissent comme deux bandes intenses. La bande correspondant aux
ARNr 28S doit étre approximativement deux fois plus intense que celle correspondant aux
ARNTr 18S.

Les ARN totaux de mycorhizdsaccaria bicolor— Pseudotsuga menziesimt été extraits

avec la méthode décrite préecédemment, avec en plus ajout de 20 mg/ml de PEG 6000 (selon

le protocole du fabriquant) dans le tampon d’extraction.

Apres congélation immédiate dans de I'azote liquide, les ARNs sont conservés a -80°C.

11.3.1.3. Extraction d’ARN de sol :

Les sols ont été broyés 3 min dans un broyeur de roche en agate préalablement congelé a

-70°C. Un gramme de sol est alors placé dans un tube Eppendorf «RNase-free» de 2 mL
contenant 0,5 g de billes de verre (diametre 0,1 mm), x uL de solution dénaturante (guanidine
isothiocyanate 4 M, Tris-HCI 10 mM, BBDTA 1mM, pH 8,0), y uL de tampon de lyse
(Tris-HCI 100 mM, NaEDTA 20 mM, NaCl 100 mM, SDS 2%, pH 9,0), 50 uL ge
mercaptoéthanol et 4 pL d’ARNt de levure & 10 mgimL

Le mélange est agité 5 min dans un broyeur Mikro Dismembrator U (B.Braun Biotech

International) & 1600 agitations.rlinpuis centrifugé 5 min & 15000 rpm, et & 4°C.

Au surnageant est ajouté 1 mL de phénol acide (pH 5,0)/ £Hd@ool isoamylique
(25/24/1 . vollvollvol). Le mélange est agité 1 min au vortex a vitesse maximale, puis

centrifugé 10 min a 15000 rpm et a 4°C. Cette procédure d’extraction est réalisée 2 fois.

Aprés transfert de la phase aqueuse dans un nouveau tube, 250 pL dgalCotCl

isoamylique (24/1 : vol/vol) sont ajoutés et le mélange est agité manuellement, puis centrifugé
10 min a 15000 rpm a 4°C. A la phase aqueuse sont ajoutés 0,1 vol d’acétate de sodium 3M
(pH 5,2) et 2,5 volumes d’éthanol absolu. Aprés une incubation de 20 a 30 min a —70°C, le

mélange est centrifugé 15 min a 15000 rpm a 4°C.

Le culot d’acides nucléiques est repris dans 40 uL d’eau «RNase-free» et 65 puL de LiCl 4M.
Apres une nuit a 4°C, 10 pL sont prélevés pour I'étude des ADN et le reste est centrifugé 15
min a 15000 rpm. Le culot est traité a la DNds€7 pL de DNase «RNase-free»
(Fermentas) 1 U.pit+ 2 uL de tampon+ 11 pL d¥® «RNase-free») pendant 1h30 & 37°C.

Les ARN sont précipités dans 2 volumes d’isopropanol, centrifugés 8 min a 15000 rpm et
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lavés par 1 vol d’éthanol 70%. L’extrait brut d’ARN est séché sous vide puis repris dans 20 a
50 uL d’eau «RNase-free».

L’éluat obtenu est précipité par 0,1 vol d’acétate de sodium 3M (pH 5,2) et 2,5 vol d’éthanol

absolu, lavé a I'éthanol 70%, séché et repris dans 20 a 50 pL d’eau «RNase-free».

11.3.1.4. Analyse des taux de transcrits par PCR semi-quantitative :

Pour les analyses de PCR semi-quantitativeg 1d'’ARN totaux sont utilisés par essai de
rétrotranscription. Les ARN messagers sont convertis en ADNc en utilisant le kit cMaster
Rt Kit (Eppendorf) a l'aide d'une enzyme, la reverse transcriptase, selon les instructions du

fournisseur.

Ces ADNc sont ensuite utilisés pour des réactions de PCR avec des oligonucléotides
spécifigues de chacun des genes étudiés, congcus a partir des séquences prédites. La
température d'hybridation et le temps d'élongation dépendent des amorces choisies et de la
taille du fragment a amplifier (la Tag polymérase Biolabs amplifie 1kb d'’ADN par minute).

Le nombre de cycles de PCR a été optimisé pour chaque gene et fixé entre 19 et 28 (Tableau
XIIl). Comme contrdle positif, un fragment d’ADNc d'un gene codant une ubiquitine est
simultanément amplifié. Les résultats sont exprimés par le rapport du taux d'expression du

géne d'intérét sur celui de I'ubiquitine.

11.3.1.5. Analyses du taux d’expression sur une lame génome entier :

Les tissus prélevés ont été immédiatement congelés dans 'azote liquide et I'extraction d’ARN
a éteé réalisée en utilisant le kit RNeasy Mini (Qiagen, Courtaboeuf, France). Les préparations
d'ARNSs totaux ont été amplifiées en utilisant le kit SMART PCR cDNA Synthesis (Clontech,
Mountain View, CA, Etats-Unis) selon les instructions du fabricant.

Les puces « génome entier » ont été construites par NimbleGen Systems Limited (Madison,
WI, USA) et utilisées pour des analyses d'expression selon Martin et al. (2008). Les niveaux
d'expression moyens ont été calculés pour chaque géne d'intérét (travaux d’Eva Lucic et
Annegret Kohler, communication personnelle, Lucic et al., 2008). Les amorces a moins de six
nucléotides de différence entre deux génes ont été éliminées avant le calcul du niveau

d'expression moyen (risque d’hybridation croisée). Pour estimer le signal de fond et le niveau
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Tableau Xlll : Conditions optimales d’utilisation des genes étudiés en RT-PCR.

Gene quantité (ug) Tm Nombre de cycles
LbCdfA 1 55 26
LbCdfB 1 55 26
LbCdfc 1 55 28
LbZipA 1 55 27
LbZipB 1 55 27
Ubiquitine 1 55 19
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moyen d’'une expression significative, l'intensité moyenne de 30 000 sondes prises au hasard
sur la puce a été calculée. Les genes présentant une expression plus que triplée par rapport a
ce niveau moyen ont été considérés comme transcrit. Les genes dont I'expression varie d’'un
facteur supérieur a 3 entre deux conditions ont été considérées comme significativement
différentiellement exprimés. Le jeu complet de données est disponible sous le numéro
d'adhésion série (# GSE9784) sur le site du NCBI (httpa.ncbi.nim.nih.gov/geg/

Les niveaux d'expression mentionnés pour les mycorhizes correspondent a la valeur moyenne
d'expression dans les mycorhizesldébicolor - Pseudotsuga menziesii2 répétitions), de
mycorhizesL. bicolor - P. trichocarpa produites en serre let bicolor-P. tremula xalba
produitesin vitro, les valeurs d’expression dans le carpophore correspondent a la valeur
moyenne, sur deux répétitions, de plusieurs fructifications, enfin, l'expression dans le
mycélium correspond a la moyenne des taux d’expression dans du mycélium vieux de trois

semaines et pour deux répétitions.

11.3.2. Techniques d’amplification génique ou PCR (Polymerase Chain Reaction) :

11.3.2.1. Généralités :

La PCR ou réaction de polymérisation en chaine est une technique d’amplification
enzymatiquen vitro (Saikiet al, 1985) catalysée par une ADN polymérase ADN dépendante
thermostable. Elle permet I'amplification d’'une séquence d’ADN a l'aide d'un couple
d’amorces nucléotidiques (Figure 26).

La PCR est composée d'une succession de cycles dont chacun comprend trois phases : la
dénaturation de I'ADN par la chaleur, 'hybridation des amorces a I'’ADN matrice et
I'élongation des brins a partir des amorces (tableau XIV). Une réaction PCR se déroule sur un

nombre de cycles dépendant de I'expérimentation réalisée.

11.3.2.2. Les amorces nucléotidiques :

Des amorces spécifiques des vecteurs utlisés et des génes étudiés ont été congues, et ensuite
commandées chez Invitrogen (tableau XIV). Toutes les amorces ont été créées suivant une
série de critéeres spécifiques : un pourcentage en GC compris entre 40 et 60%, un Tm compris
entre 55 et 72°C, et longueur comprise entre 18 et 25 nucléotides hors rajout de site de

reconnaissance pour un enzyme de restriction.
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Cycle 1 Cycle 2 Cycle 3

Figure 26 : Principe de la PCR (Réaction de Polymérisation en Chaine) : Amplification des
géenes d'intéréts grace aux amorces préalablement définies. Une étape précédente correspond
a la dénaturation initiale des brins d’ADN (94°C) ou les structures secondaires sont cassées et
les enzymes dénaturées, exceptée la Taq polymérase. Puis trois étapes suivent. Une étape de
dénaturation de I’ADN ou il y a déshybridation des brins et décrochage des polymérases. Une
étape d’hybridation des amorces a température thermodynamiquement stable. Et une étape
d’élongation des brins complémentaires aux ADN matrices grace aux polymérases et aux
dNTP libres. Ce cycle a trois étapes est répété X fois. Puis suit une étape d’élongation finale a

72°C.
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Tableau XIV: Oligonucléotides utilisés. Les codons « START » sont signalés en rouge, les
« STOP » en bleu. Les séquences de reconnaissance des enzymes de restrictions sont

représentées en vert. cc indique 2 cytosines rajoutées pour le sous-clonage en pYES2-GFP

afin de conserver le cadre de lecture avec la GFP.

Nom Utilisation Séquence Orientation Sllte de reconqalssgnce
d'enzyme de digestion

Lb-UbgF RT-Ubiquitine de Laccaria bicolof AGCAGCTTGAAGATGGTCGT forward

Lb-UbgR RT-Ubiquitine de Laccaria bicolof AGGTGAAGGGTGCTTTCCTT reverse

SP6 PCR sur vecteur pGEMT TATTTAGGTGACACTATAGAAT

T7 PCR sur vecteur pGEMT GTAATACGACTCACTATAGGGC

L2 PCR sur vecteur pFL61 CAGATCATCAAGGAAGTAATTATCTAC

R2 PCR sur vecteur pFL61 GCGTAAAGGATGGGGAAAGAGAAAAG

LbZIP-A443 | clonage pGEMT ATGTCATCCGATTGTAGTACCGTC forward

LbZIP-A444 |clonage pGEMT AAGCTAGGCCCATTTCCCAAGGAG reverse

LbZIP-A551 |sous-clonage pYES2/pyes2GFH Q@GCTTATGTCATCCGATTGTAGTAC forward Hindlll

LbZIP-A552 | sous-clonage pYES2 CCCGGATCCCTAGGCCCATTTCCCAAGGA reverse BamHI

LbZIP-A553 | sous-clonage pYES2GFP CGGATCCccGGCCCATTTCCCAAGGAGC reversej BamHI

LbZIP-B445 | clonage pGEMT ATGTCGTCTGATGGCTCTGCCTGTAA forward

LbZIP-B446 | clonage pGEMT TTATGCCCACTTTCCAAGGAGTGC reverse

LbZIP-B554 | sous-clonage pYES2/pyes2GFH @GTATCCATGTCGTCTGATGGCTCTG forward BamHI

LbZip B855 | sous-clonage pYES2 CCCGAATTCTTATGCCCACTTTCCAAGGAG reverse EcoRI

LbZip B856 | sous-clonage pYES2GFP CGEATTCTGCCCACTTTCCAAGGAGTGCC reverse EcoRI

LbZip-C728 | clonage pPGEMT ATACAATGCCCGCCCGTCCCCTCGCAAA forward

LbZip-C729 | clonage pGEMT TCACTCGCCTAACCCAACAAGTAC reverse

LbZip-C776 | sous-clonage pYES2/pyes2GFH CG@GCTTATGCCCGCCCGTCCCCTCGCA forward Hindlll

LbZip-C777 | sous-clonage pYES2 CCCGGATCCTCACTCGCCTAACCCAACAAGT reverse BamHI

LbZip-C778 | sous-clonage pYES2GFP CGGATCCccCTCGCCTAACCCAACAAGT reverse BamHI

LbZIP-D447 | clonage pGEMT ATGTTATCTCGCAATACCCGCCTACTC forward

LbZIP-D448 | clonage pGEMT GAGGCTATTCATTCCAAGCGACCAAA reverse

LbZIP-D557 | sous-clonage pYES2/pyes2GFH CGBGCTTATGTTATCTCGCAATACCCG forward Hindlll

LbZIP-D558 | sous-clonage pYES2 CCCGGATCCCTATTCATTCCAAGCGACCA reverse BamHI

LbZIP-D559 | sous-clonage pYES2GFP CGGATCCccTTCATTCCAAGCGACCAAA reverse BamHI

LbCDF-A451] clonage pGEMT GCATCCGCATCATGAAGAACACAACG forward

LbCDF-A452| clonage pGEMT TCACGCTACACCAGTTTTCCGTTT reverse

LbCDF-A563| sous-clonage pYES2/pyes2GFH CG@GCTTATGAAGAACACAACGCGCAT forward Hindlll

LbCDF-A564| sous-clonage pYES2 CCCGGATCCTCACGCTACACCAGTTTTC reverse BamHI

LbCDF-A565| sous-clonage pYES2GFP CGGATCCccCGCTACACCAGTTTTCCGT reverse BamHI

LbCDF-B453] clonage pGEMT CTATCCCCAGCATGAAGAACGTGACA forward

LbCDF-B454]| clonage pGEMT CTACACCAGCCCTCCAATTCTCCGCTT reverse

LbCDF-B566| sous-clonage pYES2/pyes2GFH @BGCTTATGAAGAACGTGACACGCAT forward Hindlll

LbCDF-B567| sous-clonage pYES2 CCCGGATCCCTACACCAGCCCTCCAATTC reverse BamHI

LbCDF-B568| sous-clonage pYES2GFP CGGATCCccCACCAGCCCTCCAATTCTC reverse, BamHI

LbCDF-C455 clonage pGEMT ATGGCAATGTCTCGTTCAGCTAGA forward

LbCDF-C45§ clonage pGEMT TCAAACGTCAACTGCGGCTGGTG reverse

LbCDF-C569 sous-clonage pYES2/pyes2GFH CCBTCCATGGCAATGTCTCGTTCAG forward BamHI

LbCDF-C57Q sous-clonage pYES2 CCCGAATTCTCAAACGTCAACTGCGGCT reverse EcoRI

LbCDF-C571 sous-clonage pYES2GFP CEEATTCAACGTCAACTGCGGCTGGT reverse EcoRI

LbCdf-D732 | clonage pGEMT AGGTAGTATGCCTGTGCCAGAC forward

LbCdf-D733 | clonage pGEMT TCATGATGACGCTGAGAAAGCTTG reverse

LbCdf-D1014] sous-clonage pYES2/pyes2GFH CGBGCTCAGGTAGTATGCCTGTGCCAGAC forward Sacl

LbCdf-D1015| sous-clonage pYES2 CCCGGATCCTCATGATGACGCTGAGAAAGCTTY  reverse BamHI

LbCdf-D1016| sous-clonage pYES2GFP CBGATCCccTGATGACGCTGAGAAAGCTTG reverse BamHI
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11.3.2.3. Composition de la réaction :

Le mélange de réaction comprenant le tampon spécifique de I'enzyme dilué au dixieme, 5
nano-grammes de dNTP, 5 nano-grammes de chacune des amorces et 0,1 uL de Taq
Polymérase (Biolabs) et de I'eau pour compléter la réaction a 25 micro-litres. La spécificité

des amorces permet l'unique amplification de la région ciblée.

11.3.2.4. Conditions d'amplification :

Les conditions d’amplification type sont résumées dans le tableau XV.

[1.3.3. Technigue de clonage :

11.3.3.1 Préparation du vecteur :

Le plasmide pGERIT easy (Promega) utilisé pour le clonage des fragments PCR est fourni
dans le kit "pGEM-T Vector Systems" (Promega) prét a I'emploi.

Concernant les autres vecteurs, ceux-ci sont linéarisés par la (ou les) enzyme(s) de restriction
choisie(s) puis éventuellement déphosphorylés (afin d'éviter toute religation du vecteur sur

lui-méme dans le cas ou une seule enzyme de restriction est utilisée).

Deux microgrammes de plasmide sont digérés pendant 2 a 4 h dans un volums, ¢SO0

le tampon 10x de la phosphatase alcaline d’'intestin de veau (Euromedex) et I'enzyme sont
ajoutés au mélange pour un volume final deuP@.a réaction se déroule a 37°C pendant 1h.

Le vecteur digéré (et éventuellement déphosphorylé) est purifié sur gel d’agarose 1% puis a
l'aide du Kit "GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification" (Amersham Pharmacia Biotech).
Suite a la migration sur le gel d’agarose 1%, la bande d’ADNc d'intérét est excisée
(maximum 600ng). L'échantillon est chauffé a 60°C 2 minutes pour dissoudre le gel
d’agarose puis repris dans 500 pl tampon de lyse. On dépose la solution obtenue sur une
Colonne MicroSpin GFX; 'ADNc s’y lie a la membrane. Une centrifugation a 14000 rpm
pendant 30 secondes est réalisée. Cette derniére est suivie d’'un lavage a l'aide de 500 pl de

tampon de lavage. L'élution de I'’échantillon purifié est réalisée a I'aide d’eau sans nucléases.
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Tableau XV : Exemple d'un programme de PCR.

Etapes Programme
Dénaturation 94°C 1

Dénaturatio 94°C 30

Hybridatior 55°C 30" » 40 cyck
Elongatior 72°C 3

Elongation finale | 72°C 6’

Tableau XVI : Composition du milieu SOC

Composés Concentration finale
Bactotryptone 20 g
Extrait de levure 5 gﬁ
NaCl 0,59l
KCl 0,2 gl
MgSGO, 1M 10 ml
MgCL, 1M 10 ml
Glucose 20% 10 mi
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11.3.3.2. Préparation du fragment a cloner :

Les produits d'amplification destinés a étre clonés dans le vecteur pGEM-T, sont purifiés
directement ou aprés séparation sur un gel d'agarose, a l'aide du kit"®ER DNA and

Gel Band Purification” (Amersham Pharmacia Biotech). Les produits d’amplification destinés

a étre clonés dans les vecteurs autres que pGEM-T sont purifies comme décrit préecédemment

et hydrolysés par la (ou les) enzyme(s) de restriction adéquate(s).

11.3.3.3. Ligation :

Les ligations sont généralement effectuées avec un rapport molaire insert/vecteur d'environ 3

pour 1. La quantité d'insert requise est alors calculée a partir de la formule suivante:

ng de vecteur x taille de l'insert  x mole d’insert = ng d’insert

taille du vecteur mole de vecteur

La ligation est conduite a 4°C pendant 16 h dans wmwelde 1Qul final contenant 10 a 50
ng de vecteur, 20 a 100 ng de fragment a cloner, 1 unité de T4 ADN ligase dans le tampon de

réaction préconisé par le fournisseur (Fermentas).

11.3.3.4. Transformation des bactéries :

11.3.3.4.1. Préparation de bactéries compétentes :
Les bactéries sont cultivées dans 100 ml de milieu SOC (Tableau XVI). sfof2@gale a

0,6, la culture est refroidie puis centrifugée a 3000 rpm pendant 10 minutes a 4°C. Les
cellules sont reprises dans 80 ml de tampon de transformation glacé TB (10 mM tampon
HEPES ou PIPES ; 55 mM Mn£l15 mM CaCy ; 250 mM KCI) puis remises dans la glace

5 minutes avant une centrifugation identique a la précédente. Le culot est repris dans 20 ml de
TB et 1,5 ml de diméthyl sulfoxide (DMSO). Apres une incubation de 10 minutes a 4°C, la
préparation de bactéries compétentes est terminée. Des aliquots de 25 pl de la suspension
bactérienne sont ensuite additionnés a 25ul de glycérol pour étre congelés a I'azote liquide et

conservés a -80°C.

11.3.3.4.2. Transformation par choc thermigue :

Le choc thermique génére des micropores dans la paroi et la membrane des bactéries.
Dans la suspension de bactéries, 5 pL de la préparation de plasmides sont ajoutés. Afin de

créer les micropores, les cellules sont placées 30 minutes dans la glace puis subissent un choc
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thermique a 42°C pendant 1 minute, suivie d’une incubation pendant 2 minutes de nouveau
dans la glace. (L'ADN peut ainsi pénétrer dans le milieu intracellulaire bactérien).

Aprés ces étapes, un milieu SOC (tableau XVI) est ajouté (400 pl) aux bactéries et placé en
incubation 1 heure a 37°C sous agitation pour favoriser la régénération des membranes
bactériennes. Apres ce temps d’incubation, les bactéries sont étalées sur du milieu LB solide
contenant de I'ampicilline & une concentration de 100 pg(mbleau IX) et laissées a
nouveu en incubation 20 heures en étuve a 37°C dans le but de sélectionner les bactéries

transformées.

11.3.4. Expression hétérologue dans S. cerevisiae

[1.3.4.1. Transformation de S. cerevisiae

11.3.4.1.1. Transformation des levures par choc thermigue a partir de la banque :

La transformation s’effectue par choc thermique dans le but de créer des micropores dans la
membraneCette technique est réalisée suivant la méthodsielz et al (1992)Une culture

de la souche mutante d’intérét (Tableau X) (50mL) inoculée la veille en milieu riche YPD
(tableau XI) est centrifugée 5 minutes a 4000 rpm lorsque RBoR2st égale a 0,6.

Les cellules de levure sont resuspendues dans 1mL d'eau stérile. Deux lavages dans 1mL
d’eau stérile, puis deux autres lavages dans 1mL d’'un tampon Tris EDTA/Acetate de Lithium
(TE/AcLi) (10mM Tris-Base ; EDTA 1 mM ; Acétate de Lithium 0,1 M; pH 7,5) sont
réalisés. Les cellules sont ensuite reprises dans 0,5 mL de ce tampon TE/AcLi. Les cellules

sont alors compétentes et prétes a étre transformées.

A 50 ul de cellules sont ajoutés, B d’ADN « carrier » de sperme de saumon soniqué (10
mg/ml), 10 uL d’ADN; de la banque (ou 1 pug de vecteur vide) et 300 pl d’'une solution PEG
400040% / TE / AcLi. Le mélange est incubé 30 min a 30°C sous agitation puis un choc
thermique est réalisé pendant 15 min a 42°C. Ensuite, les cellules sont lavées dans 1mL d’eau
stérile et resuspendues dans 1 mL de milieu YPD pour étre mises en culture a 30°C pendant 4
heures sous agitation.

Les cellules sont ensuite lavées avec de l'eau stérile, centrifugées a 4000 rpm pendant 4
minutes et le culot repris dans 1mL d’eau stérile. Cette suspension est étalée sur du milieu
SD-URA + 17,5 mM zinc (des témoins sont réalisés a partir de 2uL d’une suspension puis

étalés sur du milieu SD-URA afin de quantifier le taux de transformation de chaque
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expérience). Les transformants positifs apparaissent aprés 5 jours d’incubation a 30°C et sont
conservés par repiquages successifs toutes les semaines sur du milieu sélectif SD-URA. Un
témoin (sans ADN plasmidique) est réalisé et nous permet de nous assurer de la spécificité de

la transformation.

1.3.4.1.2. Transformation des levures par choc thermigue a partir de minipréparation de

plasmides :
Cette transformation suit le méme protocole que celle précédente pour les levures. A la place

de la banque, Ind’ADN a transformer (vecteur contenant I'insertrespondant a un géene
d’intérét ou vecteur vide) est utilisé. La régénération de 4 heures en milieu YPD n’est pas
réalisée. L'étalement se fait sur SD-URA.

11.3.4.2. Tests de complémentation

Le principe de la complémentation fonctionnelle de levure déficiente par un plasmide

permettant I'expression d’'un ADNc hétérologue est décrit sur la Figure 27.

11.3.4.2.1. Test de complémentation « classique » :

Les levures transformées par nos différents génes d’intéréts ont été cultivées pendant 3 a 5
jours sur des milieux contenant différents métaux (tableau XVII).

Sur chaque boite, la souche sauvage BY4741 et la souche délétée, toute deux transformées par
le vecteur vide, sont utilisées comme témoin respectivement positif et négatif. Les souches
proviennent d'EUROSCARM(tp://web.unifrankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/indietml).

Nous avons testé pour chaque transformatiors.deerevisiaales souches sensibles au Zn
(zrclA et cotlp), au Cd ycflA etyaplA), au Mn pnrlA etsmflA, au Cu ¢up24), au Fe

(ccclA) et au Co (cdip) (tableau X). Les protéines ZRC1 et COT1 Slecerevisiaesont
localisées sur la membrane de la vacuole et participent au stockage des Fbret Zn
Zn**+Cd** respectivement (Li & Kaplan, 1998; MacDiarmid et al., 2000 et 2002 ; Miyabe et

a., 2001). YCF1 est localisée sur la membrane vacuolaire et participe a la détoxification du
Cd (Li et al., 1997) et du Hg (Gueldry et al., 2003). YAP1 est un régulateur transcriptionnel
deS. cerevisiaeSa surexpression entraine une augmentation de la tolérance au cadmium (Wu
et Moye-Rowley, 1994) alors que sa délétion entraine une hypersensibilité au @i él.ee

1999). YAP1 est impliqgué dans le contrdle de plusieurs génes de réponse au métal tels que

ycfl et gshl, ainsi que dans l'induction de genes de défense antioxydants tels que trx et ccpl.
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Figure 27 : Principe de la complémentation de levures déficientes
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PMR1 est située sur la membrane de l'appareil de Golgi (Culotta et al., 2005) ; SMF1 est
localisé sur la membrane plasmique (Portnoy et al., 2002), ils sont tous deux responsables du
transport du Mn: PMR1 permet la séquestration du Mn dans les vésicules golgiennes alors
gue SMF1 est impliqué dans I'import cytoplasmique de cet élément. CUP2 est localisé au
niveau du noyau et participe a ’'homéostasie du Cu (Buchman et al., 1989). CCC1 est localisé
au niveau de la membrane vacuolaire et y participe a la tolérance au fer et au manganese (Li
et al., 2001).

11.3.4.2.2. Test de complémentation lors des expérimentations de métatranscriptomique :

Les clones a tester sont ensemencés sur une plaque multipuits contenant respectivement du
milieu liquide SD-URA (Tableau XII) pour les clones possédant un plasmide (pFL61

modifié) et du milieu SD+URA (20 m@) pour ceux n’en possédant pas.

La plague multi-puits est mise en incubation a 30°C pendant 24 heures. Les clones sont
ensuite dilués en cascade au dixiéme jusqu’a la dilutidhufis 2pL de chaque dilution sont
déposés sur milieux sélectifs solides SD-URA et SD-URA+zinc (17,5 mM). Les boites sont

placées a 30°C pendant 5 jours.

La boite SD-URA sert de témoin de croissance des cellules puisqu’elle ne comprend pas de
zinc ajouté. Les boites SD-URA+zinc permettent d’analyser la croissance des clones en
présence de zinc. En effet, en comparant le taux de croissance de ces clones avec ceux de la
souche sauvage et de la souche mutante, on peut observer le degré de restauration du
phénotype.

11.3.4.2.3. Mise en évidence de I'importance du plasmide :

Afin de vérifier si le phénotype de tolérance qui apparait avec ces colonies est réellement issu
de I'expression de l'insert contenu dans le plasmide, I'étape suivante est de récupérer ces
mémes souches sans plasmides. En effet, des phénomenes épigénétiques pourraient s'étre
produits lors du processus de transformation des cellules et étre la cause du phénotype
observé. Préalablement, un milieu SD modifié est préparé. Une premiére solution contenant la
moitié du volume final d’eau, & laquelle sont ajoutés 20djagar, est autoclavée 20 minutes
a120°C. En paralléle, un milieu SD « classique » (tableau XIlI) est préparé dans I'autre moitié
du volume final d’eau, y est ajouté de l'uracile (10 mg / 200 ml de volume final de milieu) et

du FOA (100 mg / 100 ml de volume final de milieu). Cette deuxieéme solution est filtrée, puis
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Tableau XVII : Concentrations de métaux utilisées lors des tests phénotypique des différentes
souches de levures en milieu SD.

Métal Souche Concentrations testées
Cd AYcfl 0a50 um
Cd AYapl 0a50 um
Co ACotl 0a2mMm
Cu ACup2 0a 100 uM
Fe ACccl 0 a5,25 mM
Mn APmrl 0a2mMm
Ni ASmMfl 0al,75 mM
Zn ACotl 0a20 mM
Zn AZrcl 0a20 mM

Tableau XVIII: Filtres utilisés en microscopie a fluorescence. Le filtre FITC nous sert a
observer la fluorescence issue de la GFP, alors que le filtre UV permettra de révéler
spécifiguement la fluorescence issu du DAPI ou du CMAC-Arg.

FITC uv
Excitation | 465-495 nn 340-380 nm
Emission | 515-555 n41 435-485 nm
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apres refroidissement de la premiéere solution, les deux solutions sont mélangées avant d’étre

coulées dans des boites de Pétri.

Les clones de levures sont prélevés et mis en culture a 30°C dans 2mL de milieu riche YPD
sous agitation pendant 8 heures. La perte de pression de sélection pour le plasmide entraine la
perte de celui-ci chez un certain nombre de levures. 10uL de cette culture sont striés sur du
milieu SD contenant de I'uracile (20 mig. Le FOA provoque la formation d’un composé
toxique lors de son utilisation dans la voie de biosynthese de l'uracile. Ce composé, le 5-
fluoro-uracile, est capable de s'incorporer dans I'ARN, d’'induire une transcription erronée et
donc de provoquer l'arrét du cycle cellulaire. Les clones ayant poussé apres trois jours sont
dépourvus de plasmides puisqu’incapables de synthétiser l'uracile, ils utilisent celle du
milieu. Ces clones sont conservés sur du milieu riche YPD solide. lls seront testés avec les

clones possédant un plasmide lors du test de complémentation fonctionnelle.

11.3.5 Localisation subcellulaire de protéines par fusion GFP :

Le clonage dans le plasmide pYES2-GFP d'un ADNc nécessite de générer des amorces
particulieres. En effet, il est nécessaire de rajouter des sites de restriction pour permettre
I'insertion de 'ADNc dans le vecteur. Il est aussi important de supprimer le codon stop du
gene et de veiller a ce que les cadres de lecture de '’ADNc et celui de la GFP soient en phase,
avec l'ajout si besoin d’'une ou deux bases au niveau de I'amorce pour rétablir cette phase de
lecture. La GFP étant clonée dans le plasmide pYES2 au niveau du site Xbal. Les génes
d'intéréts ont été amplifiés a lI'aide de I'ADN polymérase Phusion (Finnzymes) a haute fidélité
selon le protocole donné par le fournisseur.

Les produits d'amplification sont ensuite purifiés et digérés a l'aide des enzymes de restriction
choisies. Le plasmide pYES2-GFP est digeré avec les mémes enzymes, déphosphorylé si

nécessaire puis une étape de ligation est realisée (Chapitre 11.3.3.1).

Pour visualiser des organites, 2 fluorophores sont utilisés. Le composé CMAC-Arg
(Molecular Probes) va pénétrer dans la vacuole et émettre une fluorescence au niveau du
lumen. Le DAPI (Kapuscinski, 1995) est utilisé en tant que contre-marqueur pour identifier le

noyau.

Apres transformation des levures par nos vecteurs, les colonies obtenues sont cultivées dans

du milieu SD sans uracile contenant uniquement du galactose comme source de carbone afin
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d’induire le promoteur pGAL1, activant ainsi I'expression du gene d'intérét cloné. Les cellules

transformées sont observées avec un microscope a fluorescence Nikon Eclipse 200 (Nikon,
Japon) avec un objectif Nikon Plan 100x a immersion. Les filtres utilisés sont présentés dans
le tableau XVIII. Les images sont acquises et numeérisées avec un appareil photo numérique

(Nikon D80) relié au microscope.

Le CMAC est ajouté a la solution de cellule a la concentration de 50uM pendant 5 minutes,
les cellules sont ensuite lavées 2 fois dans du milieu SD-URA galactose (centrifugation 4000
rpm 4 minutes) avant visualisation au microscope a fluorescence.

Le DAPI est ajouté a la solution de cellule a la concentration de 300 nM (solution stock diluée
dans du PBS) pendant 20 secondes, les cellules sont ensuite lavées 2 fois dans du milieu SD-
URA galactose (centrifugation 4000 rpm 4 minutes) avant visualisation au microscope a

fluorescence.

11.3.6. Dosage des éléments minéraux :

11.3.6.1. Prélévement :

Des carottes de sol ont été prélevées, sur sols pollués et non pollués, puis tamisées a 2 mm
pour étre ensuite congelées a I'azote liquide et conservées a -80°C. Les teneurs en métaux de

deux fractions différentes ont été déterminées :

* la teneur en métaux totaux dans le sol (totalité des éléments présents sous toutes les
formes chimiques)

» La fraction de métaux « échangeables » du sol.

Dans notre étude, nous avons opté pour I'extraction au chlorure de calcium car c’est une des
méthodes les plus couramment utilisées et préconisée par P.Richaud qui a réalisé les analyses
ICP-AES sur les échantillons.

Lors des campagnes de prélevement, des caprophores et des végétaux (Herbacées et aiguilles
de pin) furent aussi prélevés.

Apres lavage a I'eau distillée des végétaux afin d’éliminer toute pollution externe (notamment

la poussiére métallique) présente sur les échantillons, ces derniers sont mis a séchés dans un
four (60°C, 3 jours) puis sont broyés a I'aide d’un mortier.

Les carpophores sont lavés a I'eau distillée, pelés afin d’éliminer les particules et poussieres
métalliques qui auraient pu s’incruster a la surface des carpophores. Ces derniers sont ensuite

mis a sécher dans un four a 60°C pendant 3 jours avant d’étre réduits en poudre.
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11.3.6.2. Dosage des métaux totaux (dans le sol, les aiguilles de pin et les carpophores) :

L'ICP-AES est basée sur le principe que le plasma d’argon échange son énergie avec les
atomes présents dans la solution. En retournant a un état moins énergétique ces atomes
eémettent des radiations de longueur d’onde caractéristique de [I'élément dosé. La
spectrométrie d’émission plasma permet de doser en routine la plupart des éléments a des
concentrations de l'ordre deud) I'*, soit de I'ordre de la partie par milliard en masse (ou ppb,

pat per billion). Les analyses en ICP-AES ont été réalisées par P. Richaud au CEA de
Cadarache.

Une analyse nécessite 100 a 200 mg de matiére seche, que ce soit pour des échantillons de
carpophores, d’aiguilles de pin ou encore de sol.

Les échantillons de 100 a 200 mg de matiere séche sont minéralisés avec 5 mlzd@ HNO
70% dans un four a micro-ondes. Aprés dilution a une concentration finale de 3,5 % de
HNO;s, la teneur en éléments meétalliques est déterminée par spectrométrie d'émission
atomique couplée a un plasma inductif (Vista MPX, Varian). Le contréle de la qualité est basé
sur l'utilisation de contréles internes et de solutions étalons certifiées (Astasol-Mix, Analytica
Ltd, Prague, Républigue Tcheque) qui permettent d’établir des courbes étalons sur la gamme

entiére pour chaque élément.

11.3.6.3 Dosage des éléments échangeables du sol :

La fraction des éléments échangeables d’échantillons de sol a été recueillie aprés extraction au
chlorure de calcium (Menzies et al., 2007). Dix grammes de sol sec (séché a 35°C) sont mis a
agiter (150 trs mif) pendant 2 heures & 20°C en présence de 100 ml d’une solution de
chlorure de calcium a 0,01M (Houba et al., 2000). Le mélange est alors filtré sur filtre sans
cendres (Rotilabo®-Rundfilter, qualitativ, Roth, Allemagne) et le filtrat est dilué, puis acidifié

en ajoutant 1 ml d’acide nitrique pur pour 50 ml de filtrat. Les témoins constitués d’eau

ultrapure et du méme volume d’acide nitrique ont également été réalisés.

[1.3.7. Analyses bioinformatiques :

La plupart des travaux bioinformatiques a porté sur l'analyse des séquences nucléotidiques et
protéigues des genes étudiés. Différents programmes ont été utilisés, dont les principaux sont
les sites http://www.expasy.ch/tools/dna, http://www.ncbi.nlm.nih.gov,
http://www.jgi.doe.gov etnultalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html.

Les comparaisons de séquence protéigue et nucléotidique ont été réalisées a l'aide de
I'algorithme BLAST (Basic Alignment Search tool) (Altschatlal., 1994 ; Altschukt al.,
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1997). Les programmes BlastP, BlastN et BlastX comparent respectivement les séquences
protéiques, les séquences nucléotidiques et les produits de la traduction de la séquence étudiée
dans les six phases de lecture possibles avec les séquences appropriées dans les bases de
données. Les banques de données consultées sont des banques non redondantes de séquences
nucléotidiques et protéiques du National Center for Biotechnology information (NCBI). Les
alignements multiples ont été réalisés en utilisant la méthode ClustalW (Thorapson
al.,1994). Les analyses phylogénétiques ont été réalisées a l'aide du logiciel MEGA version 4
(Kumar et al., 2008). Ces derniéres utilisent la méthode du Neighbor-Joining (NJ) de ce

logiciel en incluant les options Pairwise deletion et Poisson correction.

11.3.8. Analyses statistiques :

Les variations de concentrations en métaux entre les échantillons (sols, aiguilles de pin) sont
testées avec une analyse de variance a deux facteurs (Two Way ANOVA) avec le logiciel
Matlab qui permet de conclure si la différence est significative ou non et avec quel degré de

certitude.
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Le projet EUMETATOX, dans lequel cette these s’insére, a pour objectif général de révéler
les mécanismes d'adaptation a des métaux lourds, notamment le zinc et le cadmium, mis en
place par les différents microorganismes eucaryotes présents dans un sol donné. Les taches
ont été réparties entre les deux équipes en fonction du métal étudié (tolérance au cadmium —
équipe lyonnaise, tolérance au zinc équipe nancéienne).

Les sites d’études sont situés dans la Province du Limburg (Lommel et Paal) et d’Anvers pour
le site de Balen (régions du nord-est de la Belgique). La pollution observée sur les sites de
Lommel et Balen est due a l'activité de deux zingueries.

Le premier objectif de cette these était I'étude du métatranscriptome de microorganismes
eucaryotes issus de sols pollués au zinc. Nous avons ainsi analysé la diversité taxonomique et
fonctionnelle de communautés de microorganismes eucaryotes de trois sols distincts, un sol
contaminé par des métaux lourds (site de Balen), un sol anciennement contaminé par ces

mémes métaux lourds (site de Lommel) et un sol non contaminé (site de Paal).

Pour réaliser cet objectif, nous avons analysé en premier lieu la teneur en zinc des sites
d'intérét afin de vérifier I'état de pollution. Ensuite, nous avons considéré la diversité
taxonomique de ces lieux. Enfin nous nous sommes concentrés sur l'identification de la
diversité fonctionnelle des génes de microorganismes eucaryotes impliqués dans la tolérance

au zinc.

[11.1. Caractéristiques des sites étudiés :

Dans un premier temps, il était nécessaire de vérifier le niveau de pollution métallique des
sites étudiés. Pour ce faire, nous avons prélevé des échantillons de sols et d'aiguilles de pins

sur les sites d'intéréts et nous avons compareé les teneurs en métaux lourds de ceux-ci.

[1.1.1. Caractéristiques des sols d’intérét :

Une des caractéristiques principales des sols est leur composition. Les argiles et la matiére
organique du sol sont responsables d’'une séquestration importante des contaminants, alors
gue les particules plus grosses comme le sable ou le gravier retiennent moins les métaux. Les
sols des sites d’intérét, composés a 80% de sable, sont pauvres en matiere organique
(Colpaert, communication personnelle), ce qui suggere une biodisponibilité importante de ces

métaux.
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Un autre facteur important influencant la biodisponibilité des métaux dans les sols est le pH.
Ainsi des mesures de pH des sites d'intérét ont été réalisées. Avec des pH respectifs de 4,68,
4,66 et 5,69 les sols de Paal, Lommel et Balen sont considérés comme des sols acides. Un pH
acide tend a solubiliser les métaux. Plus I'espece métallique est libre et mobile, plus elle sera
biodisponible et plus il y a un risque de toxicité pour les organismes vivants (Naidu et al.,
2003)

[1l.1.2. Teneur en zinc dans les sofgyure 28

Il apparait que le sol de Lommel, anciennement tres pollué (Colpaert et al., 2000; Colpaert et
al., 2004) ne présente plus une pollution aussi importante. En effet, on observe une chute de la
concentration en zinc total de 1750 ppm au début des années 2000, a 29,87 ppm lors des
analysés réalisées en 2008, sans doute due a un « lessivage » des métaux. 0,06% du zinc de
Paal est échangeable contre 0,7% pour Lommel. Le zinc de ces deux sols n'est que tres peu
eéchangeable, donc peu disponible pour les organismes. Le sol de Balen présente un profil
complétement différent. Ainsi, on y retrouve 21,2% de zinc échangeable. Ce sol, bien
gu'ayant une pollution modérée (zinc total) comparée a celle présentée dans d'autres études
(Migeon et al., 2009; Steckerman et al., 2006 a et b), présente une fraction trés importante de

zinc disponible pour les organismes.

[11.1.3. Teneur en zinc dans les aiquilles de pins :

Pour quantifier la teneur en zinc dans les organismes présents sur le site, des aiguilles de pins
ont été préleveées et cette teneur a été mesuree par ICP-AES (chapitre 11.3.6).

Nous trouvons une différence significative entre les concentrations mesurées dans les

échantillons issus des trois sites (figure 29). Ainsi, une concentration supérieure est retrouvée

dans les aiguilles prélevées a Balen, environ 103 rifgdajt environ deux fois supérieure &

celle mesurée dans les échantillons de Lommel et presque quatre fois supérieure a celle des
échantillons de Paal. Ces valeurs sont cohérentes avec celles décrites par Yilmaz et Zengin

(2004) pour des sites non pollués, anciennement pollués et pollués.

Les trois sites d’étude, possédent des caractérestighysico-chimiques tres proches. Les
pollutions au zinc observées sont significativement différentes, le choix de ces trois sites a

ainsi pu étre validé pour les études de métatranscriptomique.
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Tableau XIX : Végétaux et champignons identifiés sur les sites de Paal (site non pollué),
Lommel (site anciennement pollué) et Balen (site pollué).

Sites Végeétaux Champignons
Agrostis capillaris Amanita muscaria
Betula sp. Cladonia sp.
Campylopus sp. Laccaria sp
Quercus petraea Lactarius mommensus
Paal |Pinus sylvestris Lactarius rufus
Polytrichum piliferum Leccinum sp.
Populus nigra Paxillus involutus
Scleroderma sp.
Xerocomus badius
Agrostis capillaris Amanita muscaria
Algues vertes Amanita rubescens
Betula sp. Boletus edulis
Deschampsia flexuosa Cladonia sp.
Pinus sylvestris Laccaria bicolor
Lommel _ . :
Polytrichum piliferum Laccaria sp.
Lactarius rufus
Paxillus involutus
Scleroderma sp.
Suillus sp
Betula sp. Hebeloma sp.
Bromus mollis
Bryum sp.
Cerastium sp.
Balen Ceratodon sp.

Holcus lanatus
Pinus sylvestris
Pleuridiuma acuminatun
Rumex sp

Senecio jacoboea
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[11.2. Etude de la diversité taxinomique

Cette partie a été principalement réalisée par I'équipe Symbiose Mycorhizienne du
Laboratoire d’Ecologie Microbienne (UMR 5557 CNRS-Université Lyon 1), équipe dirigée
par Roland Marmeisse. L'équipe nancéenne a participé a la collecte des sols, a l'identification

des especes et a I'extraction des acides nucléiques.

[1.2.1. Diversité macroscopique :

En préliminaire de cette étude taxonomique, des échantillons de carpophores de champignons
et les végeétaux des trois sites ont été collectés pour une identification visuelle (Tableau XIX).
Les trois sites présentent une veégeétation abondante malgré la pollution. Concernant les
végétaux, on peut noter la présence dans les trois sites de deux especes majeirtaires,
sylvestrisd’'une part etBetula sp. d’autre part. De nombreuses plantes herbacées sont
egalement présentes sur les trois sites. De maniere générale, on retrouve essentiellement les
mémes especes entre les sites de Paal et Lommel. On observe une diversité de carpophores
entre les trois sites, ceci ne peut étre cependant considéré comme une preuve d'une
communauté fongique différente entre les sites. En effet, Gardes et al. (1996), notamment, ont
montré que la représentativité des carpophores par rapport a la réalité de la communauté

fongique souterraine d’un périmétre est, au mieux, imprécise.

[1l.2.2. Etude des banques d'acides nucléiques ribosomiqueqfifi8e 30)

Dans un deuxieme temps, I'équipe lyonnaise a construit une banque d’ADNr et une banque
d’ARNr rétrotranscrit pour chaque sol. Un aliquot d’acides nucléiques de chaque sol est
récupéré lors de la phase d’extraction des acides nucléiques du sol et cet aliquot sert de
matrice aux premieres étapes de la création des banques.

La diversité taxinomique des organismes eucaryotes des sols d’intérét a pu ainsi étre étudiée.
Toutes les séquences obtenues ont été affiliees & un des grands phyla décrits dans
l'introduction (chapitre 1ll.1.). Il s’agit des Opisthokonta, Amoebozoa, Excavata,

Heterokonta,des Alveolata, des Rhizaria, des Plantae, des Haptophyta et des Cryptophyta.
On retrouve des représentants de tous les phyla eucaryotes dans le pool des séquences

obtenues des trois sites. Les sites de Paal et Balen présentent des profils tres proches, au

contraire de celui de Lommel.
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Figure 30 : Affiliation taxinomique des séquences d’ADNr et d’ARNr ribosomiques
obtenues a partir des sols de |, Lommel et Balen.

Site Titre de la banque

Paal 3.10
Lommel 5.10

Balen 3,5.10

Tableau XX : Titres (nombre total d’ADNc clonés) des banques d’ADNc construites a
des différents sols dans Vecteu de clonage, pFL6 modifid.es ADNc sont introduits p
transformation dans une sou d’E.coli, puis les cellules transforméssn sélectionnées sur
un milieu sélectif, puisiénombrées afin de déterminer le titre danques d’ADNc ains
générées pour chaque sol.
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Au niveau des sites de Lommel et Balen, on observe une dominance des séquences de
champignons et d'animaux (Opisthokonta). Hormis ces derniers, le groupe le mieux
représenté est celui des Rhizaria, suivi de celui des Alveolata.

Le profil de répartition taxonomique des séquences du site de Lommel est moins dominé par
les séquences d’Opisthokonta. Les Rhizaria et Alveolata occupent une place nettement plus
importante que sur les deux autres sites.

Les séquences de plantes observées, du §eémue sylvestrisseraient majoritairement dues

aux débris de racines fines passées au travers du tamis pendant I'échantillonnage.

111.3. Etude de la diversité fonctionnelle :

Deux approches complémentaires ont été mises en oeuvre. D'une part la diversité
fonctionnelle des sols de Balen, Lommel et Paal a été analysée par criblage par expression
hétérologue dans des mutants de levures sensibles au zinc pour estimer la diversité des
mécanismes de tolérance aux métaux utilisés au sein de communautés de microorganismes
eucaryotes issues de ces sols.

D'autre part, plusieurs milliers de séquences d’ADNc ont été séquencées par le Genoscope
(Evry, France) et analysées. Ainsi, nous pourrons classer ces séquences en fonction de leur
homologie avec des séquences connues dans les bases de données et ainsi les classer dans

divers groupes fonctionnels.

[11.3.1. Construction des bangques d’ADNCc :

[1.3.1.1. Prélevements :

3 séances de prélevements ont été réalisées en vue de la création de plusieurs banques
(novembre 2006, juin 2007, juin 2008 pour Paal et Lommel, juin 2008 pour Balen).

A chaque fois, 20 points d'échantillonnage par site ont été réalisés sur une profondeur de 20
cm pour 5 cm de diamétre. Les échantillons de sols d'un méme site ont été réunis et tamisés a

2 mm, puis congelés dans de I'azote liquide et stockés a -70°C.

[11.3.1.2. Extraction des acides nucléigues :

Les acides nucléiques sont extraits suivant le protocole présenté dans le chapitre 11.3.1.3.

Un aliquot d'ADN est récupéré pour les études de taxonomie (chapitre 111.2). La qualité et la
guantité d’ARNSs restants ont été testées au laboratoire d’Ecologie Microbienne (Lyon). Pour
les sols utilisés, un rendement de 1,1 ug d’ARN total par gramme de sol a généralement été
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obtenu. Lors des premiers travaux sur cette méthode (Bailly et al., 2007) le rendement était
moindre (0,36 pg.Q).

111.3.1.3. Purification des ARNm, synthese des ADNCc et clonage :

Les ARNm polyadénylés eucaryotes sont purifiés par affinité sur billes magnétiques
recouvertes d’oligo-(dT)25 a partir des ARN totaux issus des sols d'intérét. Cette étape est
suivie par la transcription inverse des ARNm en ADNc. Ces ADNc sont bordés par les sites
de restrictionSfi IA et Si 1B pour permettre leur clonage directionnel dans tdete pFL61
modifié possédant ces 2 sites (chapitre 11.2.4.3, Balilly et al., 2007).

Les banques de plasmides ainsi construites nous permettent de cribler les inserts en systeme
levure. Par transformation d’une souchE.dbli et son dénombrement, le titre des banques a

ete estimé (tableau XX). La banque de Paal est environ 10 fois moins riche en inserts que

celles issues des sols de Balen et Lommel.

111.3.2. Criblage des banques d’ADNc par expression hétérologue dans la levure :

Les banques métatranscriptomiques des sites d'intérét ont été criblées par complémentation
fonctionnelle d'un mutant de levure sensible au zAac;l. En paralléle, ces mémes banques

ont été criblées par complémentation fonctionnelle de deux mutants de levure sensibles au

cadmium par nos partenaires lyonnais (Lehembre, 2009). Le principe général de ces

expériences est schématisé sur la figure 31. Le tableau XXI reprend, par étape, les chiffres

clés de ce criblage.

[1.3.2.1. Complémentation fonctionnelle du muta@rdl :

Le mutantAZrcl (tableau 1X) d&accharomyces cerevisiasst délété du gérmcl codant un
transporteur vacuolaire de zinc de la famille CDFn@igant n’est plus capable d'effectuer la
séquestration du zinc dans la vacuole, de fait, il accumule des concentrations toxiques de zinc
dans le cytoplasme. Le phénotype qui en résulte est une non croissance aux fortes

concentrations en zinc dans le milieu de culture.

111.3.2.1.1. Test de résistance au zinc :

En préliminaire de cette étude, nous avons testé la tolérance au zinc de la souche mutante

AZrcl. D’apres nos résultats expérimentaux (figure B2souche utilisée présente un
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phénotype bien distinct de celui de la souche sauvage a partir d’'une concentration de 17,5mM
de zinc dans le milieu. Nous utiliserons donc cette concentration pour la suite des tests de

criblage de cette étude.

[11.3.2.1.2. Transformation :

Le mutantAZrcl est transformé avec les banques d’'intérét @@lr, A). Lors de cette étape,

nous isolons les transformants d'intérét (les mutants ayant acquis une certaine tolérance au
zinc) d’'une part, et d’autre part, nous estimons également le nombre total de transformants.
Pour estimer le nombre total de transformants, un aliquot de chaque réaction de
transformation est dilué et étalé sur milieu de sélection, puis un dénombrement des
transformants est réalisé apres trois jours de culture. Ainsi, leur nombre pour les sites de Paal,
Lommel et Balen, est respectivement de 3,83(46it un taux de criblage de 1,27 fois la taille

dela banque), 4,9.£@soit un taux de criblage de 0,98 fois la taille de la banque) et 1/16.10
(soit un taux de criblage de 3,31 fois la taille de la banque). En raison de I'importance du taux
de couverture du criblage de la banque de Balen par rapport a ceux des autres banques (3 fois
la couverture de la banque « Balen » contre 1 fois pour les deux autres sites), et pour des
raisons temporelles, seuls les clones obtenus sur le premiers tiers des transformations ont été
conservés pour la suite des expériences, les autres ont été conservés en vue d’'une utilisation

ultérieure.

111.3.2.1.3. Sélection des clones d’intérét :

La double sélection (milieu sans uracile et contenant du zinc) a l'issue de la transformation
permet de cibler les levures ayant incorporé un plasmide et ayant un insert sensé
complémenter la déficience de la souclzecA (figure 31, B).

Pourla banque de Lommel, et a l'issue de cette étape, nous obtenons 103 clones. Pour les
banques de Paal et Balen, le nombre de clones obtenus est de 78 et 315 (tableau XIX),
respectivement. Ces clones subissent un premier test de confirmation de tolérance au zinc
pour confirmer les résultats issus de I'étape de transformation (figure 31, C).

Pour s’assurer que le phénotype de résistance est effectivement da a l'insert porté par le
plasmide, ce dernier est éliminé des cellules en utilisant de I'acide 5-fluoro-orotique (ou FOA,
chapitre 11.3.4.2.3) et de l'uracile dans le milieu. Le FOA, analogue structural d'un
métabolite nécessaire a la synthese de l'uracile, va perturber cette synthése et conduire a la
synthese du 5-fluoro-uracile qui est capable de s’incorporer dans I'’ARN, d’induire une

transcription erronée et donc de provoquer I'arrét du cycle cellulaire. Sans pression de
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Figure 32 : Test de résistance au Zinc, essai sur une gamme de concentration, allar
20mM de zinc dans le milieBD sans uracileen vue de la détermination de la concentre
la plus significative pour nomanipulationsLes souches sauvage BY4741T) et délétée
Azrcl (A) ont été transformées préalablement avec le vecteur vide | 2ul de plusieurs
dilutions sont étalées de la culture sont déposés ().

Tableau XXl : Tableau récapitulatif derésulats des différentes étapes du cribl
L’astérisque (*) dénote le nombre de gene étudiés (315) parmi le pool total de
résistants obtenus suite aux 80 transformations
deshydrogenase, Cyth®protéine proche d’'te Cytochrome b5.

réa SaccD}F:

saccharopine

Paal Lommel Balen
Titre de la banque 3.10° 5.10° 3,5.106
Nombre de transformations
] 5 11 80
effectuées
Nombre total de clones o 6 5
3,83.10 4,8.10 1,16.10
obtenus (transformant)
Couverture de la banque 1,27X 0,98X 3,31X
Nombre de clones résistants 1621%
obtenus sur milieu SD-URA+Zn 78 103 315+
apres transformation de la
Nombre de clones dont la
tolérance au zincest due au 13 46 112
plasmide (positifs au test FOA)
Nombre de clones positifs
s , 8 43 23
ayant ete sequences
. _ . 1 5Sacc DH
Répartition par famille de L
. Ubiquitine 4 BolA
génes (nombre de clone et 8Skpl
. 8 BolA 14SKP 1
famille)
34Skp 1 1Cytb 5
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sélection (présence d’uracile dans le milieu), certaines cellules vont perdre leur plasmide et ne
seront pas atteintes par la toxicité indirecte du FOA. En effet, sans leuggde FOA ne

sera pas métabolisé par les cellules. Ces cellules sans plasmide peuvent néanmoins croitre
grace a l'utilisation de l'uracile présente dans le milieu de culture (figure 31, D).

Ainsi sur les 103 transformants issus de la banque de Lommel, 46 sont confirmés positifs, leur
tolérance au zinc étant lié a la présence du plasmide incorporé. Pour la banque de Paal, sur les
78 transformants qui poussaient sur milieu sélectif, seulement 13 ont leur résistance due au
plasmide. Pour la banque de Balen, sur les 315 clones résistants testés, 112 avait leur

résistance au zinc qui pouvait étre imputée au plasmide (tableau XIX).

La levure peut incorporer plusieurs plasmides de la banque lors du processus de
tranformation. Ainsi, lors de nos expériences, 75% des clones positifs au test FOA
possédaient plusieurs plasmides. Une extraction des plasmides de levure est alors réalisée. La
solution plasmidique obtenue est utilisée pour transformer une sodtheotl: Par PCR sur
colonies, en utilisant des amorces spécifiques du vecteur, nous observons la taille des inserts
des plasmides (figure 33). Dans le cas présenté (figure 33), il y avait dans le clone de levure
testé 4 plasmides pFL61 difféerents (noté a a d) dont un, noté ici d sans insert (la taille
observée, 200 nucléotides, correspondant a la distance entre les deux amorces de PCR). Une
minipréparation d’ADN plasmidique permet la récupération d’'une solution de plasmide
purifié (un seul plasmide incorporé dans le systeme bactérien lors de la transformation). Les
plasmides ainsi purifiés sont utilisés pour transformer la souche mutaritelLes clones

issus de transformations sont soumis & un nouveau test de tolérance au zinc. Le but de ce
dernier est de vérifier quel ADNc est responsable de la restauration du phénotype de la souche
mutante 4r1.

Ce test de confirmation conduit a la sélection de 43 inserts conférant une résistance au zinc
pour la banque d’ADNc environnementale issue du sol de Lommel, 8 pour celle de Paal et 23
pour celle de Balen (tableau XIX).

Il est intéressant de noter que dans certains cas, aucun des plasmides issu du clone levure ne
restaure, seul, le phénotype de la souche mutante. Il y aurait donc dans notre test, des
synergies d’action entre plusieurs ADNc issus de plusieurs plasmides. Malgré l'intérét certain
gu’'une étude de ces synergies aurait, ces plasmides ont été congelés dans l'attente d’études

ultérieures.
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Figure 33 : PCR sur colonies avec des amorces spécifiques au vecteur pFL61 sur de
d’E.coli issus d’'une transformation d’'une souche bactérienr une solution de plasmid
provenant de I'extraction plasmidique de levure. Le profil multi bandes affiché ici sur
d’agarose 1% indique la présence, dans le clone de levure dont sont issus les plasi
plusieurs plasmides contenant des ADNfferents (ici 4 plasmides différei: a a d). La
taille des fragments est évaluée en comparaison du marqueur de taille 1kb (Eurc
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111.3.2.2. Analyse des séguences d’ADNCc restaurant le phéno®gd A

Les plasmides contenant les inserts ayant restauré le phénotype de sensibilité au zinc du
mutantAZrcl (figure 34) sont extraits, apres séquencage(Eef 31).1ls sont comparées a la

base de données GenBank nr (ne contient pas de séquences d’EST) a l'aide du programme

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASY. Les séquences n’ayant pas d’homologie avec

celles de cette base de données sont analysées contre une base de données du méme site mais
contenant des EST.

Les séquences obtenues sur les trois sites se classent en 5 familles de génes : I'ubiquitine, les
saccharopines déshydrogenases, les protéines Skpl, les protéines BolA et une protéine

similaire au cytochrome b5 (tableau XIX).

L’ADNc J280 code une ubiquitine. Cette poly-ubiquitine longue de 305 acides aminés n’a

éte identifiée que dans la banque de Lommel (site anciennement pollué). Les 20 premiers
résultats de l'analyse par BLAST indiguent une appartenance de ce géne a un ascomycete,
plus particulierement d’'un membre de l'ordre des Saccharomycetales d’apres les meilleures

réponses (e-value les plus faibles) (figure 35)

Les 5 clones G294, G554, H508, 139 et 1334 codent des saccharopines déshydrogénases et
sont tous issus du criblage de la banque de Balen. Ces 5 protéines sont 100% identiques
(figure 36). Au niveau phylogénétique, ces protéines seraient issues d’Opisthokontes (figure
37).

Les protéines Skpl, identifiées d’apres 56 ADNc discriminés lors des criblages des trois
banques environnementales, représentent le groupe majoritaire d’ADNc isolés pour leur
toléerance au zinc. Ces ADNc sont présents dans les trois banques de sol (pollué,
anciennement pollué et non pollué). Leurs organismes d'origine permettent de créer deux
sous-groupes, un (figure 38, B) dont l'origine est un membre des Plantae (vraisemblablement
Pinus sylvestrisretrouvé sur le site), le deuxieme (figure 38, A) est proche (d’aprés les
résultats de I'analyse du BLAST) deictyostelium discoideumun Unikonte du regne des

Amoebozoa.
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Figure 34 : Test final de complémentation de la souche mutAZrcl par les plasmide
issus des banques métatranscriptomique. Les solsauvages BY4741 (Wt) eAzrcl
transformées par le gene MTP2 de peuplier se de témoins positifs. La souc Azrcl
transforméepar le vecteur 'de sert de témoin négatif. Toues clones testés ont v
croissance supérieure a celle du témoin négatif sur les milieux contenant « Ubiq :
Ubiquitine, SaccDH saccharopine deshydrogenase, C: protéine proche d'un
Cytochrome b5

Putative conserved domains have been detected, chck on the image betow for detailed results.
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Figure 35 : Résultats suitea l'analyse par Blast de Iinserf280 de la banque
métatranscriptomique de LommeCet ADNc code une une polpiquitine, isolé d’un
organisme appartenant’ardre de: Saccharomycetale. L'ealue représente la probabilité
similarité; plus I’evalue est petite plus la séquence désignée est proche de celle
comme matrice a ce test (la séquence blastée) . La partie haute de la figure pré

domaines protéiques putatifs rnnus par le logiciel de Blast. Les numéros d’acces
donnés sont ceux du site NClhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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HEKTFDL TIFGATGF TGKFIL TEVL KTADRAFPHAPLRYATAGRSRERL EAL VASL PTGSKIOPTIL TADYKDEASHRAHCRASKTL TARAGPSRFL GEARYARCYEEKCHYVDI TGEPEFFEGHALKYH
HEKTFDLTIFGATGF TGKFILTEVLKTADRAFPHAPLRYATAGRSRERLEALYASLPTGSKIOPTILIADYKDEASHRAHCRASKTLIARAGPSRFLGEARYARCYEEKCHYYDITGEPEFFEGHALKYH
HEKTFDLTIFGATGF TGKFILTEVLKTADRAFPHAPLRYATIAGRSRERLEALVASLPTGSKIOPTILIADYKDEASHRAHCRASKTLIARAGPSRFLGEARYARCYEEKCHYYDITGEPEFFEGHALKYH
HEKTFDLTIFGATGF TGKFIL TEVLKTADRAFPHAPLRYATAGRSRERL EALVASLPTGSKIQPTIL IADYKDEASHRAHCRASKTL IARAGPSRFLGEARYARCYEEKCHYVDITGEPEFFEGHALKYH

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
DKAKENOYATYHYCGFDSIPADHGYLFTKOOLEKNHSALPSSIEHFFKIHTGNSGFAGHYATYESAYHGF GSAGLLROLRRTANRPOYPKIGYGLAYNPKPHHYHKYARY TYPFFFADPSYIRLSOOLYI
DKAKENOYATYHYCGrDSIPADHGYLF TKQALCKHHSALPSSTEHFFKINTGHSGEAGHYATYESAYHGM GSAGLLROLRRTANRPAYPKIGYGLAYHPKPIHYHKYANY TYPFTTNDPSYIRLSQOLYT
DKAKENOYATIYHYCGFDSIPADHGYLFTKOOLEKNHSALPSSTEHFFKIHTGNSGFAGHYATYESAYHGF GSAGLLRAOLRRTANRPOYPKIGYGLAYNPKPHHYHKYARY TYPFFFADPSYIRLSOOLYI
UKHKENUYALYHYLGFDS LPHURGYLF TKUULEKNHSHLPSS1ERFFKIHTGNSGFHGHYH T YESHYHGE GSHGLLRULER THNRPUYPK LGYGLHYNPKPHHYHKYHHY TYPFFFHOPSY LRLSUULY L
DKAKENQYATYHYCGFDSIPADNGYLFTKQOLEKNHSALPSSIENFFKIHTGNSGFAGHYATYESAYHGF GSAGLLRALRRTANRPAYPKIGYGLAYNPKPHHYHKYARYTYPFFFADPSYIRLSOOLYI
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1 1
QDKDLSSYASPPYOFSAYICIPSFKALAMTIFALTYFGLFAKYESGRKFLLKHPRLF THGIFSHEGPTDOOLAETSFSETFFYEGHSKALOEQHPHEGELCKIKPDYSIITSYSGPEPGYYATPKHYYOA
QDKDLS5YA5PPYOFSAY ICIPSFKALANTIFAL TYFGLFAKYESGRKFLLKHPRLF THGIFSHEGP TDOOLAETSFSETFFYEGHSKALOEOHPNEGELCKIKPDYSIITSYSGPEPGYYATPKHYYOR
QDKDLSSYOSPPYOFSAYICIPSFKALAMTIFAL TYFGLFAKYESGRKFLLKHPRLF THGIFSHEGP TDOOLAETSFSETFFYEGHSKALOEOHPHEGELCKTKPDYSIITSYSGPEPGYYATPKHYYOR
QDKDLSSYQSPPYQFSAYICIPSFKALAMTIFALTYFGLFAKYESGRKFLLKHPRLF THGIFSHEGPTDOOLAETSFSETFFYEGHSKALOEQHPNEGELCKIKPDYSIITSYSGPEPGYYATPKHYYOA
QDKDLSSYASPPYQFSAYICIPSFRKALANTIFALTYFGLFAKYESGRKFLLKHPRLF THGIFSHEGPTDOQLAETSFSETFFVEGHSKALOEQHPHEGELCKIKPDYSIITSYSGPEPGYYATPKHVYOR
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CFTLLI FKNKGPHGYL TPSI AFANTNI TKRI FEAGTYFI TYANATK
CFTLLLEKDKGPNGYLTPSLAFAQTDLIKRLEEQGIVFLTYQOATK
CPTLLLEKDKGPHGYLTPSLAMNQTOLIKRLCCQGIYILTYQQNTK
CFTLLLEKDKGPNGYLTPSLAFAQTDLIKRLEEQGIYFLTYAQATK
CF ILLLEKUKGPNGYL IPSLHFHUTULLKRLEEUGLYFL IVUUHIK

Figure 36 : Alignement des séquences protéiques des Saccharopines déshydrogéna
G554, G294, 139 et 1334 issues du criblage deanque environnementale de Balen. Le
séquences protéiques sont identiques a 1

Sequences producing significant alignments:

Accession Description _ Evale

NP 001085942.1 saccharopine dehydrogenase (putative) [Xenapus laevis] >gb|AAH73574,1] MGC82870 protein [Xenopus Je-85
XP 0021256741 PREDICTED: similar to saccharopine dehydrogenase a [Ciona intestinalis) Se-85
NP 001012893.1 probable saccharopine dehydrogenase [Gallus gallus) »emb|CAG31040.1| hypathetical protein [Gallus ga 6e-85
XP 001744297.1 hypothetical protein [Monesiga brevicollis MX1) >gb|EDQ91000.1| predicted protein [Monosiga brevicollis be-83
XP 0016393811 predicted protein [Nematostella vectensis) >gb|ED047318.1| predicted protein [Nematostella vectensis] 7e-85

Figure 37 : Résultats suitea Il'analyse par Blast de [linserH508 de la banque
métatranscriptomique dgaler. Cet ADNc code unsaccharopine déshydrogenase.-value
représente la probabilité de similarité; plus-value est petite plus la séquence désigné
proche de celle utilisée comme matrice a ce test (la séquence blastée). Les
d’accession donnés sont ceux du NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.goy). Les 5
saccharopines déshydrogenases issues de la banque du site ont leur origine chez le
Opisthokontes.
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Figure 38 : Arbre phylogénétique des différentes protéines Skp1l isolés lors du criblage.

Les noms des clones isolés sont indiqués aux extrémités des branches de I'arbre. Le nombre
entre parenthése indique le nombre total de séquences identiques obtenues a partir des trois
banques. La provenance des séquences est indiquée par un signe : site pollué de Balen (rond
rouge), site anciennement pollué de Lommel (carré bleu) et site non pollué de Paal (triangle

vert).
A
} 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 11011?
A52  WGITKETVEATLTTKLQPTYLNYIOTS-~---~GGCGASFSTEVYSAQFEGKKLLERHRMYNSALAEELKE~THAL STKKATTPOQNODLQAGEAPPANG '
B2 HSGIVOTSIEKKLHEKFAPAHLEYINESYNHSYPKGSETHFKYYIVSDKFYDVSLIDRHROVHALLNDELKNGYHALSIOAKTYEOHEKSGEKYSOSPACHGGHAKEKKKEDE
B
sequences producing significant alignments:

Accession l Description L__ E value
unknawn [Picea sitchensis] >gb]ABK25525.1| unknown [Picea sitchensis) 4e-46
unknown [Picea sitchensis] fe-32
BolA-like family protein [Arabidopsis thaliana] >dbj|BAB09404.1| unnamed protein product [Arabidopsis t] 2e-29

L
Sequences producing significant aliognments:
Accession ! Description | Evalue
7] PREDICTED: similar to BolA protein, putative [Nasonia vitripennis] 4e-33
L hypothetical protein BRAFLDRAFT_202892 [Branchiostoma floridae] >ref|XP_002596098.1| hypothetical p 6e-33
771 PREDICTED: bolA-like 1-like [Saccoglossus kowaleyskii] 1e-32

Figure 39 : Analyse des deux sous-familles de protéines BolA retrouvées lors des cribles.

Les deux sous-familles de protéines BolA retrouvées dans nos banques ont des séquences
divergentes. La couleur rouge indique une similarité entre les acides aminés des deux
séquences protéiques, les couleurs bleu et noir une divergence (A). Les différences entre les
séquences des deux sous-familles peuvent étre expliquées par leurs origines différentes, les
membres du groupe A52 étant apparentés aux Plantae (B) alors que les membres du second
groupe seraient proches des Opisthoko(®@@s

L’e-value représente la probabilité de similarité; plus I'e-value est petite plus la séquence
désignée est proche de celle utilisée comme matrice a ce test (la séquence blastée). Les
numéros d’accession donnés sont ceux du site NIZBI.{/www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 40 : Testsde tolérance au cob de la souche mutant#Cotl transformée par le
différentsplasmides issus des tede criblage nancéien avees banqueenvironnementales
d’ADNc. La souchesauvage BY4741 (\T) transformée par un vecteur vide sert de tér
positif alors que la souch&cotl transformée par le vecteur vide sert de témoin négatif
toutes les souches testées, seules ctrangormées par le plasmide contenant I'ALC de
BolA présententune légére tolérance au cok Ubiq: Ubiquitine, SaccDI: saccharopine
deshydrogenase, Cyth®rotéine proche d’'une Cytochrome

X I K 1, WT A36 (Skp )
* .00 % APmr1 +pFL&1  A4T (Skph)
e ¥ A19 (SkpT)

S 0D S APmr1+MnCDF  B9{Skp1)

» o8 J230 (Ubig) B13 (Skp1)
‘9 0L H508 (SaccDH)  A40(Skp1)
| X X B2 (BolAj 1118 (Cytb5)

AB2(BolA)
A15 (Skp1)
A4 (Skp1)
A18(Skp1)
B& (Skp1)
J281 (Skp1)
' +1,5 mM Mn|REERS TN

00000000000 0§
Qoc®%000 %00 o0
grur>atoeTOR

FE FPEE X R,

Témoin

Figure 41 : Test detolérance au manganese la souche mutant®Pmrltransformée par les
différentsplasmides issus des tede criblage nancéien avess banqueenvironnementales
d’ADNCc. La souchesauvage BY4741 ('T) transformée par un vecteur vipFL61 etAPmrl
transformée par le vectepiFL61-MnCDF (MnCDF est un transporteur cPhanerochaete
chrysosporiunde la famille CDF conférant une tolérancemanganéselervent de témoins
positifs alors que la souckg@mrl transformée par le vecteur vide sert de témoin négatit
toutes les souches testéssulescellestransformées par le plasmide contenant I’ADN
BolA ou de l'ubiquitine améliorent Iégerement la tolérance au manganése de la :

mutante. Ubig Ubiquitine, SaccDI: saccharopine deshydrogenase, C: protéine proche
d’'une Cytochrome b5.
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12 ADNCc proches de la famille BolA ont été criblées. 8 sont issus de la banque de Lommel et

4 decelle de Balen. Les séquences protéiques correspondant a ces ADNc peuvent étre
séparées en deux sous-groupes suivant leur appartenance aux Plantae ou aux Opisthokontes
(figure 39).

Un ADNCc unique, 1116, a été isolé sur la banque de Balen. Il code pour la partie C-terminale
d’un cytochrome b5 d’origine inconnue. Les résultats d’analyse par BLAST les plus proches
suggerent une origine chez les Plantadiciomonas sp.Ostreococcus sp.) ou chez les

Ascomycetes (Tuber sp., Gibberella sp.).

[11.3.3. Tests phénotypiques de spécificité métallique :

Le but de ces tests était de vérifier la spécificité de la tolérance métallique apportée par les
ADNCc issus de I'étude métatranscriptomique réalisée a Nancy (criblage de clones tolérants au
zinc dans la souchaZrcl) et a Lyon (criblage de clones tolérants au ¢achimdans les
souches Xcfl et Ayapl).

Ces tests phénotypiques de la spécificité métallique sont réalisés a I'aide des 2airchies
(déficience dans la tolérance au zinazotl (déficience dans la tolérance au cobaPmrl
(déficiente dans la tolérance au manganeseycfl (déficiente dans la tolérance au
cadmium),AYapl (déficience dans la tolérance au cadmium) & tesrésistance a un stress
oxydatif di & la ménadione (un agent oxydant).

Ces tests ont été répartis entre les deux équipes du projet, I'équipe de Lyon s’occupant de
I'étude de tous les clones dans les sough¥dslet AYapl et de I'action d’un agent oxydant,

la ménadione et I'équipe de Nancy s’occupant de I'étude de tous les clones dans les souches
AZrcl, ACotl et Amrl.

Les plasmides contenant les inserts d’intérét sont utilisés pour transformer ces souches
mutantes de levure. Ces dernieres gdPinrl etACotl, respectivement déficientes dans la
tolérance au manganeése et au cobalt. Les transformants sont ensuite utilisés pour vérifier si
nos inserts complémentent ces déficiences.

Concernant le cobalt, seuls les deux clones BolA restaurent partiellement le phénotype de la
souche mutantACotl sur un milieu contenant 1,5 mM de cobalt, cetistauration de
phénotype n’est plus efficace quand la concentration de cobalt dans le milieu augmente (2
mM) (figure 40).

En ce qui concerne la souchBmrl et sa déficience de croissance en présencardgmnese,

le contrdle positif MNCDF, un transporteur de la famille CDF issuPtanerochaete

chrysosporiunet conférant une résistance au manganese, restaure complétement le phénotype
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Figure 42 : Test detoléranc: des soucheaZrcl (A), ACotl (B) etAPmrl (C) sur de
milieux contenant respectivement du zinc, du cobalt et du manganése. Les mutants ¢
respectifs ont été transformés avec le vecteur pFL61 et servent de témoins néga La

souche sauvage, transformgar le vecteur vide sert de témoin positif. Des témoins pc
additionnels sont utilisés pour le zinc (SKPIPtMTP2, unCDF de peupli¢ conférant une
tolérance au zinc et le manganése MNnCDF, un transporteur dePhanerochaete
chrysosporiumde la famille CDF conférant une tolérance manganése). Sacc. Dehy:

Saccharopine dbagdrogenas; HSP: Heat Shock Protein Prot. Hypo: Protéine
hypothétique ; Prot. Riboprotéine ribosomiqt; Métallo: métallothionéin ; Zn-binding :

Zn-binding alcool desydrogenas ; Caax farne : CaaX farnesyltranstss ; U2 small factor :

U2(RNU2) small nuclear RA auxiliary factor; Akr dioxygénase alphéeketoglutarate-
dependent taurine dioxygene
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de la souche mutantd’mrl. La surexpression de l'ubiquitine et des cldBel®\ a également
un effet quand la concentration de manganése est basse dans le milieu (ImM de manganése,
figure 41) mais n’a plus qu'un effet moindre quand celle-ci augmente pour les clones BolA,

alors que le clone ubiquitine ne pousse plus du tout (a partir de 1,5 mM).

En parallele a cette étude portant sur la tolérance au zinc, nos partenaires lyonnais ont étudiés
les mémes banques mais en tentant de complémenter les saMealpdsetAYcfl, déficiente

dans la tolérance au cadmium. Tous les plasmides issus du criblage réalisé par I'équipe

lyonnaise restaurent le phénotype de sensibilité au cadmium de la govape ou de la

souche AYcfl. Néanmoins aucun n’a d’effet bénéfique sur leachesACotl et APmrl

(figure 42, respectivement B et C). Concernant le zinc, seuls les plasmides contenant les

ADNCc codant l'ubiquitine et les saccharopine deshydrogenases augmentent la tolérance du

mutant au zinc, comme cela avait été le cas avec les plasmides extraits des criblages

nancéiens.

[11.3.4 Analyse des banques d’ADNc par séguencage massif :

D’autres banques d’ADNc ont été construites, cette fois dans le vecteur pDNR, a partir du sol

de Balen et du sol de Paal. Ces dernieres ont fait I'objet d’'un séquencage massif par le
Génoscope (Evry, France). Un programme de séquencage de 30.000 inserts d’ADNc de ces
deux banques (sites pollué et non pollué) a été réalisé. L'analyse des données a débuté dans la
thése de F. Lehembre (2009), d’autres analyses sont en cours. Les principaux résultats actuels
sont cités ci-dessous.

Une différence significative de taille moyenne des ADNc est obervée entre les séquences de
Balen (420 pb en moyenne) et celles de Paal (480 pb en moyenne).

Les séguences ont été classées en séquences codant des protéines de fonctions connues, en
séquences codant des protéines hypothétiques, soit encore en séquences sans homologues
dans les bases de données (c'est-a-dire possédant une e-value> le-5). Pour chacune de ces
catégories, des différences significatives ont été observées entre les jeux de séquences des
deux sols testés. Ainsi, un nombre plus important de nouvelles protéines potentielles est
observé a Balen. Une étude plus approfondie sera nécessaire pour s’assurer que ce sont bien
des séquences pleine longueur et non des séquences tronquées qu’expliquerait aisément la

taille moyenne basse des séquences issues de Balen.
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En ce qui concerne la catégorie des protéines de fonctions connues, les données actuelles
mettent en évidence des différences significatives concernant la répartition fonctionnelle de

ces protéines entre les séquences issues des deux sols. Malgré cela, aucune différence
significative concernant le nombre de protéines impliquées dans la réponse au stress n’a été

observée.

[11.4. Discussion

En étudiant I'ensemble des genes exprimés par une communauté de microorganismes
eucaryotes, soit son métatranscriptome, dans des conditions données (lieux, parameétres
physico-chimiques, ...), nous pouvons apprécier I'état physiologique de cette derniére et les
moyens gu’elle met en ceuvre pour s’adapter a son environnement.

Nous nous sommes intéressés a trois sols (figure 28) : un sol pollué issu du site de Balen, un
sol anciennement pollué issu de Lommel et un sol non pollué issu de Paal.

Nous allons maintenant discuter des différentes étapes et résultats de ce projet.

11.4.1. L'échantillonnage :

La premiere étape cruciale et limitante en ce qui concerne la qualité des banques obtenues est
I'échantillonnage. Principale différence entre les étudesitu et in vitro, cette étape peut
énormément affecter la représentativité des microorganismes présents dans un échantillon
environnemental. Pour notre étude, I'échantillonnage du sol sur les sites d’'intérét a éte
effectué en 20 points de prélévement, sur une surface assez importante (envifarPsim
respecter la biodiversité présente sur les sites, une grande quantité de matériel a été prélevé en
chaque point. Un tamisage du sol nous a permis d’écarter une majorité des macroorganismes,
néanmoins, la présence de séquences de plantes supérieures, comme des membres de la
famille SKP1 dePinus sylvestrispar exemple, nous indique un biais lié au tamisage.
Néanmoins, on peut supposer gqu’un tamisage plus fin, si possible dans des délais courts,
entrainerait de plus fortes perturbations du sol et des communautés de microorganismes
d’intéréts.

Pour limiter les modifications du profil d’expression de genes des communautés de
microorganismes de nos échantillons, une congélation du sol dans de l'azote liquide a été
effectuée rapidement, elle fut suivi d’'un stockage a -70°C. Pour limiter les biais liés a
I'échantillonnage, tous les sols ont été traités (prélevements, congélation, stockage)

rapidement et identiquement.
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[11.4.2. L'extraction d’acides nucléiques :

L’'autre étape critique lors de la construction des banques fut I'extraction des acides
nucléiques. Les ARNSs, intacts, d’'une métacommunauté sont extrémement difficiles a obtenir
du fait de leur faible stabilité (demi-vie tres courte et sensibilité extréme au nucléases
ubiquistes).

De nombreuses études ont utilisé I'extraction d’acides nucléiques pour étudier la diversité de
communautés procaryotes (Nagata et al., 2010 ; Poretsity, 2009; Sagova-Mareckova et

al., 2008). Mais, ceci est plus difficilement réalisable avec les microorganismes eucaryotes

notamment a cause de la taille des génomes des eucaryotes, I'absence de protocoles

permettant une séparation facile des cellules eucaryotiques et procaryotiques, ...

Nos partenaires lyonnais du projet EUMETATOX ont déja utilisé un protocole d’extraction

qui s’est averé efficace (Baillgt al., 2007). Lors de celui-ci, on limite les biais liés a la
distribution hétérogéne des microorganismes dans les sols en prenant une grande quantité de
sol (plusieurs centaines de grammes pour les extractions). Ainsi ce protocole, détaillé dans le
chapitre 11.3.1.3, a permis d’extraire, indépendamment, des ADNs et des ARNs a partir des

sols d’intérét ainsi que de construire les banques d’ADNc environnementales.

11.4.3. Etude de la diversité fonctionnelle de communautés d’intérét :

Dans ce projet, nous avons voulu étudier la diversité fonctionnelle trouvée dans des
communautés de microorganismes dans leur environnement. Une approche
meétatranscriptomique a alors été utilisée. Comme décrit dans l'introduction (chapitre 1.3.3),
cette technique d’étude est, depuis peu, utilisée pour I'étude de microorganismes procaryotes
de I'environnement terrestre (Leininger et al., 2006; Urich et al., 2008) ou marin (Frias-Lopez
et al., 2008; Gilbert et al., 2008; Poretsky et al., 2009). Ces études ont montrés que cette

approche permet de détecter de nouveaux genes susceptibles de coder de nouvelles fonctions.

Les banques métatranscriptomiques issues des sols d’intérét ont été analysées suivant deux
approches. La premiére est basée sur le séquencage aléatoire massif des banques du sol pollué
(site de Balen) et du sol non pollué (site de Paal) (non étudié ici). La seconde est basée sur le
criblage fonctionnel de 3 banques d’ADNc environnementaux dans un hote hétérologue

eucaryote, Saccharomyces cerevisiae
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Cette approche originale de criblage d’'une banque environnementale par complémentation
fonctionnelle a déja été testée auparavant par nos partenaires lyonnaisetBalilly2007).

Lors de cette étude, les auteurs ont identifié deux ADNc, probablement issus d’'un
Basidiomycetes pour le premier et d'un Ascomycétes pour le second, qui restaurent le
phénotype de la souche de levure mutamies3.

Pour I'étude de la tolérance au zinc des microorganismes eucaryotes, le criblage fonctionnel
des banques visait a sélectionner des genes capables de complémenter le phénotype de
sensibilité au zinc d’'une souche mutante de S. cereyisiael.

Aucun des genes issus de notre étude n’est homologue a Zrcl. Ce résultat était prévisible car
lors de la construction des banques, I'amplification des ARNm rétrotranscrits par PCR avec
des amorces fournies par le kit a généré des ADNc de tailles comprises entre 0,1 et 2 kb pour
les 3 sols (Lehembre, 2009) alors que les transporteurs sont généralement de tailles
supérieures a 2kb (Migeon et al, 2010).

Les clones identifiés se divisent en 5 familles de génes (111.3.2.2, tableau 19) : une protéine
proche du cytochrome b5, une famille de saccharopines déshydrogénases, une famille proche
de Skpl, une polyubiquitine et une famille nommée BolA. Nous allons émettre ici les
hypothéses les plus probables quant a leur implication dans la tolérance au zinc, et suggérer

des études complémentaires nécessaires afin de veérifier ces hypothéses.

1l .4.3.1. La protéine similaire au cytochrome b5 :

La séquence du clone « 1116 » correspond a la partie C terminale du cytochrome b5. Cette
derniere est une protéine de transfert d’électrons qui posséde un ou deux groupements heme.
Ces protéines sont présentes chez les animaux, les plantes et les champignons. Le cytochrome
b5 possede un large éventail de propriétés et de fonctions dans un grand nombre de différents
processus d'oxydo-réduction (Aring et Cakir, 1999). Les cytochromes P450 (P450) sont une
famille d'enzymes impliquées dans le métabolisme oxydatif d'une variété de composés
endogenes et exogenes lipophiles. Une mauvaise régulation du cycle catalytique des P450
entraine une production en continu d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) (Zangar et al.,
2004). On dénombre deux membres de la famille des cytochromes P450 chez la levure
Saccharomyces cerevisilERG5 et ERG11) (Skaggs et al, 1996; Truan et al., 1994). Comme
cela a été montré dans l'introduction, une concentration toxique de métal dans la cellule

entraine, elle aussi, la production de ROS.
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Le cytochrome b5 est un acteur des réactions rédox des P450, il interagit directement avec
celles-ci notamment en induisant des changements conformationnels qui ont pour effet de
stimuler I'action des P450 (Fin et al, 2008). La surexpression de '’ADNc du cytochrome b5
lors de nos tests a pu réguler de maniére plus efficace I'action des P450 et ainsi empécher une
formation de ROS supplémentaire par cette fonction. Ce mécanisme indirect limiterait la
production des ROS mais n’agirait ni sur la quantit¢ de métal dans les différents
compartiments de la cellule ni sur les effets toxiques des métaux sur les protéines cellulaires.
Ce constat est cohérent avec une restauration du phénotype des mutants beaucoup moins

efficace que celles des autres ADNc étudiés.

111.4.3.2. Les saccharopines déshydrogenases :

Le crible «tolérance au zinc » a permis l'identification d’'une saccharopine déshydrogénase,
dont l'origine est potentiellement animale. Cette enzyme est impliqguée dans la synthése de la
lysine mais aussi dans sa dégradation (figure 43). Des analyses complémentaires permettront
de mieux caractériser le réle de cette protéine dans la réponse au stress oxydant.

5 exemplaires de cette protéine ont été séquencés dans les clones positifs issus des
transformations avec la banque de Balen mais aucun sur les autres banques. Il semblerait donc
gu’il y ait une spécificité de surexpression de cette protéine par des communautés de
microorganismes eucaryotes liée a une contamination des sols par des métaux lourds. Ces
protéines ont aussi été identifiees dans le criblage cadmium. La réponse observée n’est donc
pas spécifique au zinc et concernait plutét les effets des métaux (stress oxydant par exemple)
gue la présence méme des métaux. Floor et al. (2006) ont montré que la lysine est une cible
priviliégiée des stress oxydants. Ainsi, la surexpression de I'ADNc de la saccharopine
déshydrogenase aurait stimulé la biosynthese de lysine contrant de cette maniére I'altération
due au stress oxydant. D'une maniere plus générale, les modifications métaboliques
engendrées par la surexpression de la saccharopine deshydrogénase semblent induire un
« fitness » supérieur pour les cellules (croissance plus rapide) (Laurence Fraissinet-Tachet,
communication personnelle). Une analyse des pools de lysine et d’autres acides aminés serait

ainsi a considérer par exemple.
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111.4.3.3. Les protéines BolA :

Les membres de la famille des protéines BolA sont tres répandus (Huynen et al., 2005). Chez
E.coli, il a été démontré par Santos et al. (1999) que les niveaux d'expression des ARNm
BolA augmentent largement suite a différentes contraintes, telles que la carence en carbone,un

stress osmotique, un choc thermique, un stress acide ou un stress oxydatif.

A ce jour, plusieurs réles ont été décrits dans la littérature pour les membres de la famille
BolA :

» Vieira et al. (2004) ont démontré que BolA joue un réle dans la formation de biofilm
chezE.coli. La formation de biofilm est un moyen de protection contre les agressions
extérieures tres répandues chez les microorganismes.

» Santos et al. (2002) ont montré que le gene bolA régule les niveaux de transcription de
la D, D-carboxypeptidases PBP5, de PBP6 et de la béta-lactamase AmpC, qui sont
tous impliqués dans le métabolisme de la muréine (constituant majeur de la paroi
bactérienne). Ainsi, BolA a un effet majeur sur I'enveloppe bactérienne et est donc
impliquée dans la protection cellulaire lors de conditions de croissances défavorables.
BolA pourrait en effet conférer une protection a la cellule grace a sa capacité a rendre
la cellule plus petite et arrondie, provoquant une diminution de la surface exposée a
'environnement défavorable. Une étude envisageable serait d’exprimer 'ADNc des
BolA issu des tests en systeme bactérien et de vérifier si on observe une action de
formation de biofilm ou de réduction du stress par réduction de la taille des cellules.

» Des travaux sur FRA2 (homologue de Bol A chez la leBioerevisiagont montré
son implication dans I'homéostasie au fer. La lev@@ccharomyces cerevisiae
exprime deux systemes différents de transport de fer a affinité élevés. Un systéme est
composeé d'une famille de quatre transporteurs de sidérophores. Les sidérophores étant
de petites molécules organiques présentant une affinité extrémement élevee pour le fer
(Van Ho et al., 2002)Bien qu’elle ne synthétise pas de sidérophores, la levure peut
absorber les complexes sidérophores-fer produits par d'autres organismes. Le second
systeme de transport de haute affinité au fer permet I'entrée du fer sous forme ionique.
Il est composé d'une oxydase, Fet3, et d'une permeéase transmembranaire, Ftrl.
L'oxydase convertit F& en F&', qui est ensuite transporté par la perméase
transmembranaire. AFT1 est un activateur transcriptionnel cytosolique qui, lorsque les

cellules sont carencées en fer, est transloqué dans le noyau ou il active la transcription
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d’'une vingtaine de gene¥d@maguchi-lwai et al., 2002). Ces genes sont organisés en
régulon et comprennent notamment les transporteurs de sidérophores, le systéme de
transport de fer de haute affinité FET3-FTR1, ainsi que les géenes impliqués dans le
meétabolisme du fer. AFT1 ne répond pas directement au fer, mais plutbét a la
production de clusters fer-soufre dans les mitochondries (figure 44, Kumanovics et al.
2008). Ainsi, en présence de fer en quantité suffisante, des signaux ayant un complexe
fer-soufre sont exportés hors des mitochondries, signaux interprétés par le complexe
FRA1-FRA2-Grx3-Grx4. Ce complexe va inhiber la translocation d’AFT1 vers le
noyau. En carence de fer, le signal n’est plus produit, I'inhibition disparait, AFT1 peut
donc jouer son role d’activateur transcriptionnel. On peut émettre I'hypothese d’un
lien (fréquent, voir chapitre 1V) entre 'homéostasie au fer et celle d’autres métaux
comme le zinc par exemple, ainsi la surexpression de la protéine BolA pourrait
déstabiliser le complexe FRA1-FRA2-GRX3-GRX4 et entrainerait une action accrue
d’AFT1. Ainsi plus de fer serait absorbé par les cellules, d'ou une protection plus
efficace contre les effets toxiques liés a un stress zinc.

111.4.3.4. Les Skpl / Ubiquitine :

56 membres de la famille Skpl et une ubiquitine ont été discriminés lors des criblages des
trois banques. Skplp est une protéine hautement conservée et surtout connue pour son
appartenance au complexe SCF (Skpl/Cullin/F-box) (Deshaies, 1999a et b; Patton et al.,
1998; Willems et al., 1999) qui est impliqué dans la dégradation de protéines (figure 45), mais
Skpl intervient aussi dans d’autres complexes tels le complexe Rave (chapitre 111.3.2.2.3.1),
un complexe de régulation de I'endocytose (Galan et al., 2001; Wiederkehr et al., 2000) ou le
complexe CBF3 qui contribue a I'assemblage du kinétochore, la stabilité du fuseau mitotique
et la coordination de la ségrégation des chromosomes (Seol et al. 2001). Notre hypothese est
gu’'un de ces deux premiers complexes (SCF et Rave) serait la cause de I'augmentation de la

tolérance au zinc observée chez le mutatrcA lors de nos criblages.

111.4.3.4.1. Le complexe Rave :

Les protéines Ravl, Rav2 et Skpl s’associent en un complexe appelé RAyHa(Bur de
I’A TPase des membranesadtolaire et Bdosomale). La V-ATPase est une pompe a protons

ATP-dépendant transmembranaire (endosome et vacuole) (Kane, 1999; Kane et al, 1999). La
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V-ATPase est une holoenzyme composée de deux complexes protéiques distincts, VO et V1.
Le complexe VO est incorporé dans la membrane vacuolaire, contient cing sous-unités et
forme un canal a protons, alors que le complexe V1, présent a la surface cytosolique du
complexe VO, comprend huit sous-unités (Nishi et Forgac, 2002). Le complexe RAVE
favorise l'activité de la V-ATPase en stimulant I'assemblage de V1-VO. En l'absence de
RAVE, V1 peut se lier a VO (mais de maniére trés lente), mais le complexe assemblé est alors
moins stable (Seol et al., 2001). L'importance de la vacuole pour la tolérance aux métaux
lourds a été discutée dans le chapitre 1.1.7.5, Skp1, qui appartient au systeme Rave, pourrait
en agissant sur les ATPase vacuolaire agir sur la tolérance aux métaux. Le transport des
cations meétalliques a travers la membrane vacuolaire est médié par des transporteurs utilisant
le gradient de pH entre le lumen vacuolaire et le cytosol et échangeant des cations-protons. Ce
gradient de pH est alimenté par la V-ATPase (Ramsay et Gadd, 1997). En surproduisant
Skpl, qui, de part ses multiples fonctions (notamment RAVE, SCF) pourrait étre limitant dans
le cytosol, on augmenterait I'efficacité de lI'assemblage des V-ATPases, ainsi plus de
transporteurs antiport HCation pourraient étre actifs, ce qui résulterait en une meilleure
sequestration de ces cations. Il serait intéressant de regarder si une destabilisation de RAVE

contribue a une diminution de la résistance au Zn.

111.4.3.4.2. Le complexe SCF :

La protéolyse intracellulaire est une fonction cellulaire essentielle. Chez les eucaryotes, I'un
des acteurs majeurs de la protéolyse intracellulaire est un systéeme multi-enzymatique, le
systeme ubiquitine/protéasome (Hershko et Ciechanover, 1998). Le systeme ubiquitine-
protéasome implique la liaison covalente de plusieurs ubiquitines, protéines de 76 acides
aminés hautement conservée, a des protéines ciblées pour leur dégradation.

Dans un premier temps, l'ubiquitine est activée et forme une liaison thioester avec une
enzyme d’activation appelée aussi E1. Elle est ensuite transférée, en formant une autre liaison
thioester, sur un membre d’une famille d’enzymes de conjugaison encore appelées E2. Malgré
la potentialité de pouvoir transférer directement l'ubiquitine sur des protéines cibles, dans
'immense majorité des cas, un troisieme composant, appelé ubiquitine ligase ou E3 est
nécessaire. Ces chaines permettent ensuite la reconnaissance et la dégradation des molécules

polyubiquitinylées par le protéasome 26S (figure 46).
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E3 joue un réle primordial dans la reconnaissance des substrats. Il existe différentes classes
d’E3. Ici nous nous concentrerons sur la classe SKFL(Qullin/protéine a domaine-Box).
SKP1 est en effet 'une des composantes de la SCF ubiquitine ligase (Zheng et al., 2002).

Des sous-unités adaptatrices, appelées protéines a domaine F-box reconnaissent, d’'un coté, les
substrats grace a des motifs d’interaction protéine-protéine et, de l'autre, un complexe
compose de trois sous-unités (Skpl, Cullin, Rbx1) grace a une liaison entre le domaine F-box
et Skpl (figure 45).

De nombreuses études montrent qu’un role important est joué par le systéme de protéolyse
ubiquitine/protéasome dans la tolérance a certains métaux, notamment le cadmium (Barbey et
al., 2005; Harrison et al., 2005; Hwang et al., 2007; Hwang et al., 2008; Jungmann et al.,
1993; Yen et al., 2005).

Certains transporteurs de métaux, tel Smfl (Jensen et al., 2009) sont ubiquitinés puis dégradés
guand il y a assez de substrat dans les cellules. De maniére similaire, un taux suffisant de zinc
dans les cellules inactive ScZRT1 (transporteur de zinc de haute affinité) en induisant
'endocytose de cette protéine puis sa dégradation par le systéme de protéolyse
ubiquitine/protéasome (Gitan et Eide, 2000).

Lors des criblages des banques d’ADNc environnementales, un des ADNCc restaurant le
phénotype de la souche mutante code l'ubiquitine. Cette derniere est impliquée dans la
protéolyse ubiquitine/protéasome ou Skpl intervient. Ce lien logique nous suggere que
I'hypothese selon laquelle Skpl a permis la restauration du phénotype de la souche mutante
de levureAZrcl sur un milieu contenant une concentration toxign zinc en faisant

intervenir le complexe SCF est la plus probable.

[11.4.4. Conclusions :

Pour la premiere fois, des banques d’ADNc de microorganismes eucaryotes ont été
construites a partir d’ARN extraits directement de sols.

Le criblage de ces banques environnementales dans des mutants de levure a été validé par
complémentation fonctionnelle de mutants de levure. Les premiers génes "environnementaux"

conférant une résistance au Zn ont ainsi été isolés.

Notre approche innovante, la métatranscriptomique, nous a permis d’isoler 74 clones
contenant des ADNc d'intérét issus des banques créées a partir de nos sites d'étude et

complémentant la fonction d’'un mutant de levure déficient dans la tolérance au zinc. Il est
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intéressant de noter que I'approche fonctionnelle permet de sélectionner des genes conférant
une résistance au zinc aussi bien de sols contaminés que non contaminés par ce métal. Le
séquencage de ces ADNc nous a permis d’identifier des familles de protéines de fonctions
connues mais dont le lien avec la tolérance au zinc reste encore a approfondir
(Skp1/ubiquitine, BolA, Saccharopine déshydrogenase). De méme, en travaillant sur la
tolérance au cadmium, I'’équipe partenaire de Lyon a mis en évidence l'action de nouvelles
protéines impliquées dans la résistance a ce métal (Lehembre, 2009).

D’une facon plus générale, cette stratégie devrainettre, dans le futur, d’identifier de
nouveaux genes impliqués dans des fonctions d'intérét chez les microorganismes non-

cultivables.
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Figure 47 : Arbre phylogénétique des protéines de la famille CDF de 26 organismes
fongiques.Saccharomyces cerevisigd8c), Candida glabrata (CAGL,) Candida tropicalis
(CTRG), Schizosaccharomyces pomKl8P), Aspergillus fumigatus(Afu), Coccidioides
immitis (CIMG), Botritis cinerea (BC1G) Sclerotinia sclerotinium(SS1G) Fusarium
graminearum (FGSG) Magnaporthe grisea (MGG) Neurospora crassa (NCU)
Cryphonectria parasitica (Crypal)Verticillium dahliae (VDAG), Stagonospora nodorum
(SNOG) Mycosphaerella graminocola (Mycgr3), Puccinia graminigPGTG),
Sporobolomyces roseuéSporol), Ustilago maydis (UM), Coprinus cinereus(CC1G)
Laccaria bicolor (Lacbil) Cryptococcus neoformans(CNAG), Phanerochaete
chrysosporium (Phchl) Postia placenta(Pospll) Heterobasidion annosunfHetanl),
Rhizopus oryzae (RO3@atrachochytrium dendrobatidiBatde5). L'arbre a été généré en
utilisant le logiciel MEGA 4.0 apres alignement des séquences protéiques avec CLUSTALX
d'apres la méthode du Neighbor-Joining (NJ).
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Comme ce fut présenté dans lintroduction, I'import de zinc dans les cellules est
principalement assuré par des transporteurs de la famille ZiPrizZike Proteins), alors que

les protéines de la famille CDF &@on Dffusion Facilitator) sont généralement impliquées
dans I'homéostasie et/ou la tolérance au zinc. Ainsi, la deuxieme partie de la these avait pour

but I'étude de ces deux familles chez Laccaria bicolor

Dans une premiere sous-partie, nous nous proposons de caractériser la fonction des genes
CDF delaccaria bicolordans la tolérance au zinc. Ensuite, une étude similaire qui a porté
sur la caractérisation des genes ZIP est présentée.

IV.1. Tolérance au zinc de Laccaria bicolmédiée par les protéines CDF :

IV.1.1. Analyse phylogénétique des protéines fongiques de la famille CDF:

La présente étude considere 26 organismes: 15 Ascomycetes dont 3
SaccharomycotingS@ccharomyces cerevisia€andida glabrata, Candida tropicalis 1
Taphrinomycotina  §chizosaccharomyces pombe 11  Pezizomycotin@Aspergillus
fumigatus Coccidioides immitis, Botritis cinerea, Sclerotinia sclerotinium, Fusarium
graminearum, Magnaporthe grisea, Neurospora crassa, Cryphonectria parasitica,
Verticilium dahliae, Stagonospora nodorum, Mycosphaerella graminacol8)
Basidiomycetes dont 2 Pucciniomycotifucinia graminis Sporobolomyces roseusl
Ustilagomycotina(stilago maydiy 6 AgaromycotinaCoprinus cinereus, Laccaria bicolor,
Cryptococcus neoformans, Phanerochaete chrysosporium, Postia placenta, Heterobasidion
annosum) 1 ZygomycéteRhizopus oryzae)et 1 ChytridiomycetgBatrachochytrium
dendrobatidiy. Ces organismes ont été choisis pour leur génome séquencé et leur

représentativité de différents phyla fongiques.

Les séquences ont été obtenues par BLAST (en utilisant comme matrices les séquences des
CDF déja caractérisés) sur les bases de données de références de chacune de ces especes
(Annexe 1). Les séquences incomplétes (annexe 1) ont été corrigées manuellement par

homologie avec les séquences déja caractérisées, notamment celles de S. cerevisiae
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Figure 48 : Arbre phylogénétique deprotéires de la famille CDF de la sc-famille | (Zn-
CDF) des 26 organismes étudiL'arbre a été généré en utilisant le logiciel MEGA 4.0 a
alignement des séquencpsotéiquesavec CLUSTALX d'aprés la méthode du Neigt-
Joinng (NJ). Les Ascomyceétes sont indiqués en bleu et vert, les Basidiomycetes en |
jaune, le Zygomycete en gris et le Chytridiomycéte en violet. Dans un méme phyla, -
phyla sont représentés par des formes différe Les valeurs de Bootstrajont notées en
chiffre.
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L'analyse phylogénétique de cette famille révele la présence de 4 sous-familles, numérotées
del a IV (figure 47). Ces subdivisions seraient notamment dues au substrat préférentiel du
transporteur (Montanini et al., 2007) : les protéines transportant spécifiquement du zinc (sous-
famille 1), du manganese (sous-famille Il), du fer et du zinc (sous-famille 1ll), et le cluster
incluant ScZRG17 (sous-famille 1V). Des arbres phylogénétiques ne regroupant que les

membres d’une méme famille ont été construits (figures 48, 49, 50 et 51).

IV.1.1.1. Sous-famille | : Transporteurs de zir{igure 48)

A Tlintérieur de cette sous-famille, deux clusters peuvent étre identifiés. Le premier, plus
important en nombre de membres, comprenant les représentants ScZRC1 et ScCOT1 de la
levure (Cluster A, figure 48), le second contient SCMSC2 (Cluster B, figure 48).

Dans le premier cluster, on retrouve les homologues ScCOT1 (MacDiarmid et al., 2000) et

ScZRC1 (Kamizono et al., 1989), déja caractérisés fonctionnellement..

De fagon détaillée, 2 sous-clusters, Al et A2 peuvent étre identifiés (figure 48). Le premier
comprend des transporteurs de tous les organismes étudiés, regroupés généralement par sous-
phyla, alors que le second ne contient que quelques membres issus de deux des neuf
basidiomycetes étudiés et 7 des 15 ascomyceétes étudiés. Ce deuxieme cluster semble étre di a
une duplication-spéciation plutét qu'a une perte de géne. Trois protéines Cldea@ia

bicolor appartiennent a cette sous-famille. Un membre est présent dans le sous-cluster Al
(Lacbil 14453, appelé LbCdfC dans la suite de ce mémoire) et 2 autres membres sont
présents dans le sous-cluster A2 (Lacbil 307944 et Lachil 305317 appelés respectivement
LbCdfA et LbdfFB dans ce mémoire).

Le deuxieme cluster (B) contient des protéines dont la séquence est plus longue que celle des
protéines du cluster A. On y retrouve un transporteur de la levure, SCMSC2, caractérisé par Li

et Kaplan (2001). La protéine ScCMSC2 présente une localisation au niveau de la membrane

du réticulum endoplasmique et nucléaire. Dans ce cluster, on observe une séparation des
représentants des Saccharomycotina de ceux des Ascomycétes ainsi qu'un sous-cluster
Ascomyceétes — Basidiomycetes. Ce groupe comprend un gdrecdaria bicolor: Lacbil

191080 que I'on appellera LbCdfD dans la suite de ce manuscrit.

133



Hetand 121342

Hetanl 114143

Phohrl 135578 =

Lackl1 242531

Lachli1 256277

Lachi1 244654

— Pospl1 51066

L Pospi1 gre7a
CHAG 04338.2

—r CHAG 04337.2

UMO3S14.1 #

—€ PETE 1852872 =
| Sporol 8816 =

WDAE 034031

ascomycetes

SHNOG 02356 .1 . ..
Mycgrs 76143 = cotina : Sacchgrom}'ce.s cerevisiae W
ANG144D # Candida glabrata
Candida propicalis
| FESG 018833 :otina : Schizosaccharomyvces pombe

MGE 074546 =

ina : Aspergillus fumigatus ®
Crypal 100564

Bowitis cinereg *

BCAG 13811.1 =

— Sclerotinia sclerotinium
L ==13 010561 Fusarium graminearum
— CIM G 09079.3 * Magnapothe grisea ®
SHOG D1554.1 Neurospara crassa e
WDAS 01593 1 Crinhonectria parasitica
MGG 040656 = Verticillium dahliae
MCUQ4SAE3 = Stagonospora nodorum
RO3G 02629.3 Mycosphaerella graminocola. ®
— Batdes: 8751 & basidiomycetes
ROZC 021533 mycotina ©  Puccinia graminis W
MGG 046236 * Sporobolomyces roseus,
HCLGG365 3 nycotina - Ustilago maydis ®

rcotina - Coprinus cinereus &
Laccaria bicolor
Cryptococcus neoformans
Phanerochaete chrysosporium

Crypal 92682

BC1E 0D0DZ1 =

221G 046771
FGEG 011623

Pastia placenta
VDAG 0E801.1 Heterobasidion armosum.
SHOG 052331 .
zygomycete
Mycgra 46365 = Rhizopus orvzge
AUGGO04A4D chvtridiomvceéte
CTRE 00631.3

Batrachochvtrium dendrobatidis ®

I PGETE 182782 =

lpPeTEG 063752

Sporol 25424 W
UMOSE47.1 #®
ChaG 063172
HCUQS1S7T.3 =

FESG 05723.3

] MGG 044076 »
Mycgrs 68771 =
SHOG 004451
Crypal: 40714
BC1E 0S581.1 =
=216 015331

Figure 49 : Arbre phylogénétique des protéines de la famille CDF de la sous-famille Il (Mn-

CDF) des 26 organismes étudiés. L'arbre a été généré en utilisant le logiciel MEGA 4.0 apres
alignement des séquences protéigues avec CLUSTALX d'apres la méthode du Neighbor-
Joining (NJ). Les Ascomyceétes sont en bleu et vert, les Basidiomycetes en rouge et jaune, le

Zygomycete en gris et le Chytridiomycete en violet. Dans un méme phyla, les sous-phyla sont
représentés par des formes différentes.
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Figure 50 : Arbre phylogénétique des protéines de la famille CDF de la sous-famille IlI
(Fe/Zn-CDF) des 26 organismes étudiés. L'arbre a été généré en utilisant le logiciel MEGA
4.0 apres alignement des séquences protéiqgues avec CLUSTALX d'apres la méthode du
Neighbor-Joining (NJ). Les Ascomycetes sont indiqués en bleu et vert, les Basidiomycetes en
rouge et jaune, le Zygomyceéte en gris et le Chytridiomyceéte en violet. Dans un méme phyla,
les sous-phyla sont représentés par des formes différentes.
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Figure 51 : Arbre phylogénétique des protéines de la famille CDF de la sous-famille 1V
(ScZRG17) des 26 organismes étudiés. L'arbre a été généré en utilisant le logiciel MEGA 4.0
aprées alignement des séquences protéiques avec CLUSTALX d'apres la méthode du
Neighbor-Joining (NJ). Les Ascomycetes sont indiqués en bleu et vert, les Basidiomycétes en
rouge et jaune, le Zygomycete en gris et le Chytridiomyceéte en violet. Dans un méme phyla,
les sous-phyla sont représentés par des formes différentes.
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La présence, dans cette sous-famille, de ScCotl et de ScZrcl suggere que les protéines en
faisant partie devraient prendre en charge le zinc. A l'instar de ce qui est observé pour ScCotl
notamment, le cadmium et le cobalt pourrait étre des substrats potentiels.

IV.1.1.2 Sous-famille 1l : Transporteurs de mangandfgure 49)

Cette sous-famille ne contient aucun homologue Sle cerevisiae On y trouve 25
transporteurs putatifs chez les homologues d'Ascomycétes, 10 chez les Basidiomycétes et 1
chez les ZygomyceétesLaccaria bicolor en compte 3. En moyenne, on retrouve 3
représentants de cette sous-famille par espece chez les Ascomycétes contre 2 chez les

Basidiomycetes.

Les homologues d’Ascomyceétes sont regroupés sur une méme branche, il en est de méme
pour ceux des Basidiomyceétes. Les transporteurs caractérisés de ce groupe ont été en mesure
de compléter spécifiquement le défaut de croissance de la souche de\lRRnuieméme a

de fortes concentrations de manganese, mais ils ne soutiennent pas la croissance des souches
hypersensibles aux autres métaux. Ceci suggere une implication spécifigue dans 'homéostasie
ou la tolérance au manganese (Peiter et al., 2007). Récemment, un transporteur de manganése
dePhanerochaete chrysosporiusppartenant a cette sous-famille a été caractérisé (Loic Diss,
communication personnelle). La disponibilité récente des génomes annotés d'especes de
Candida (Broad Institute of MIT and Harvard, http://wwwgenome.wi.mit.edu), a permis
l'identification de membres de ce groupe également chez des Saccharomycetales. Ceci laisse a
supposer que certaines levures, comBeerevisiag ont perdu le géne et que deux
evénements de duplication de génome ont probablement eu lieu au cours de I'évolution des

champignons filamenteux.

IV.1.1.3. Sous-famille 11l : Transporteurs de fer et de ziiigure 50

La levure possede 2 homologues dans cette sous-famille, SCMMT1 et SCMMT2. Les
membres de cette sous-famille transportent le fer et le zinc tel que cela a été démontré pour les
représentants ds. cerevisiadLi et Kaplan, 1997). La présence de Lacbil 234505 (appelé
LbCdf E) dans ce groupe suggére que lui aussi pourrait étre impliqué dans l'influx de zinc et
de fer vers les mitochondries.
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Figure 52 : Organisation des introns et exons dans les génes étudiés. Les introns et exons de

chague géne sont représentés respectivement en rouge et en bleu. Le pourcentage d’intron de

chaque gene est inscrit en vis-a-vis du gene correspondant.
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Figure 53 : Topologie des protéines CDF : Les parties intracellulaires, transmembranaires et
extracellulaires sont représentées respectivement en bleu, rouge et jaune. Les segments
encadrés en noir représentent des régions riches en histidine, a savoir des régions présentant
un minimum de 10% d'histidine au sein de leurs résidus totaux.
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Cette sous-famille est subdivisée en 2 clusters, le premier ne contenant que des membres des
Ascomycetes, le second contenant des membres des Zygomyceétes, des Basidiomyceétes et
Saccharomyces cerevisiaBans le cluster des Ascomycetes, on peut remarquer que les

séquences sont regroupées par sous-phyla: Saccharomycotina, Taphrinomycotina et

Pezizomycotina.

IV.1.1.4. Sous-famille 1V : Cluster incluant ScZRG1ffgure 51

Cette sous-famille comprend un homologue de la levure, ScZRG17. Ce dernier est localisé au

niveau du réticulum endoplasmique (Ellis et al., 2005).

A l'instar du groupe précédent, on observe une séparation distincte entre les Ascomycetes et
les Basidiomycetes, ainsi qu'une séparation par sous-embranchement dans le cluster des
Ascomyceétes. 2 des 26 organismes ont perdu ce transpdretardbasidion annosurat

Batrachochytrium dendrobatidistous les autres en possedent un exemplaire unique.

Pour satisfaire I'objectif fixé d’étudier la tolérance au zinc, seuls les membres de la sous-
famille | (Zn-CDF) de Laccaria bicoloseront étudiés.

IV.1.2. Etude de quelques génes CDFs de Laccaria bicolor

IV.1.2.1. Etude de 'organisation des genes d'intérét :

Les sites des introns sont souvent conservés entre especes proches, facilitant leur
identification par des logiciels de prédiction. De plus, dha@ezcaria bicolor ces sites sont
majoritairement bordés par les doublets "GT" et "AG" (Lin et al., 2010). Les introns occupent
une proportion forte chez LbCdfA et LbCdfB, respectivement 40 et 38% de I'ADN
génomique (pris du codon start au codon stop), et une proportion plus faible chez LbCdfC et
LbCdfD (17 et 19%) (Figure 52). Les séquences de LbCdfA et de LbCdfB présentent toutes
deux 13 introns, contre 12 pour celle de LbCdfD et seulement 6 pour celle de LbCdfC. De
plus, 'ordonnancement des introns-exons a l'intérieur des séquences de LbCdfA et LbCdfB
est tres similaire, comme leur proximité dans I'arbre phylogénétique le laissait supposer
(figures 47 et 48).
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Figure 54 : Intron non épissé chez LbCc. Plusieurs colonies Bscherichiacoli, contenant
un plasmide résultant du clonage’ADNc de LbCdfC dans le vecteur pGEMN-easy, sont
testées paPCR avec des amorces spécifigdu geneles produits PCR sont mis a mig
sur un gel d’agarose a 1% et sont ensuite révélés au bromure d’ét. La bande centrale
du gel correspond au marqueur de tailtilisé (1 kb, Euromedex). Les différences
migrations sont dues a des tailles variables des produits PCR issus de la multij
d’ADNCc dont les ARNm ont subis des épissages alternatifs. A titre d’exemple, un aligr
de 2 séquences protéiques, (ites de 2 ADNCc, est propose.
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Figure 56 : Gel de vérification suivarl’extraction d’ARN.
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IV.1.2.2. Etude de la topologie des genes d'intérét :

Les protéines LbCdfA et LbCdfB ont une taille similaire (respectivement 360 et 382 acides
aminés). LbCdfC et LbCdfD sont de tailles supérieures (respectivement 494 et 864 acides
aminés). Les protéines des CDFs étudiés ont leurs deux extrémités (N-terminale et C-
terminale) localisées dans le cytosol (figure 53 réalisée d'apres les prédictions du logiciel
TMHMM (Krogh et al., 2001)). Les protéines LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC possedent 6
domaines transmembranaires et une longue boucle riche en histidine entre les domaines IV et
V, fait généralement observé chez les membres de la famille CDF (Montanini et al., 2007).
LbCdfD differe des autres Zn-CDFs daccaria bicolor En effet, il présente 12 domaines
transmembranaires putatifs et une région tres riche en histidine (25% des résidus dans cette

région) située entre les domaines transmembranaires X et XI.

IV.1.2.3. clonage des ADNc des protéines d’'intérét :

L'analyse fonctionnelle de 4 transporteurs (LbCdfA, LbCdfB, LbCdfC et LbCdfD) a été
réalisée en systeme hétérolog8e ¢erevisiagen clonant les ADN complémentaires d'intérét

dans le vecteur d'expression pYES2.

Lors du clonage du genébCdfC de Laccaria bicolor nous avons remarqué gu’environ une
colonie testée par PCR sur deux présentait une taille d’inserts différente de celle attendue,
suggérant la présence d’introns non épisseés (figure 54). Les ADNc issu de ces clonages ne
complémentent pas la souche mutante de lexdrel au contraire de ceux ayant la taille

attendue. LbCdf@résenterait des régulations mettant en jeu I'épissage des introns.

Apres le séquencage, nous avons compare les 2 LbCdfs les plus proches, LbCdfA et LbCdfB.
LbCdfA et LbCdfB, bien que trés proches (figure 47, 48, 52 et 53), montrent tout de méme de
nombreuses différences au niveau protéique avec un taux d’identité de 67,7% (figure 55).
Ceci laisse penser qu'ils seraient paralogues. Une plus ample étude de ces genes, et plus
spécifiguement des régions génomiques environnantes permettrait de répondre a cette

question (étude de leur synthénie).

IV.1.2.4. Expressions des génes de la famille CDF :

Apres extraction des ARNS, leur intégrité a été vérifiée sur gel (figure 56). Les ARNs sont
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Figure 57 : Expression des genLbCdf A, LbCdf B, LbCdf C etubiquitinedétectée par RT-
PCRdans des échantillons de mycéliumLaccaria bicolors’étant développés 21 joi sur
des milieux contenant différentes concentrations de z ; 1mM ; 2mM)
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intacts, les deux bandes majoritaires d’ARN ribosomique (18 et 28S) y apparaissant
clairement, sans présence de smear. Les ARNs sont donc utilisables pour nos études de
rétrotranscription. Nous avons analysé, dans un premier temps, les ESTs disponibles
correspondant aux CDFs Hebicolor. Dans un second temps ; nous avons étudié I'expression
des LbCDFs dans le mycélium Haccaria bicolorcultivé en condition de stress métallique

ou non. Pour finir, I'étude s'est portée sur l'expression de ces mémes genes dans les différents

tissus du champignon (mycélium, mycorhizes ou fructifications).

IV.1.2.4.1. Analyse des ESTs des génes CDFs de Laccaria bicolor

A l'aide du site du Doe Joint Genome Institure (http://www.jgi.doe.gov/) et du National
Center for Biotechnology Informatiofhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/), nous avons identifie

des ESTs correspondant, seulement, a 3 des 4 genes de la sous-famille Zn-CDF, LCdfB,
LbCdfC et LbCdfD.

Ainsi nous avons identifié 1 EST pour LbCdfB (numéro d’accession GenBank : EX792618),
7 pour LbCdfC (numéros d’accession GenBank : EX785455, EX778174, EX793188,
EX785454, EX778175, EX793187, EL739090) et 2 pour LbCdfD (hnuméros d’accession
Genbank : EX791504 et EX791503).

Toutes les ESTs de ces 3 génes sauf une présentent une localisation tissulaire identique
(mycélium et carpophore), sauf EL739090 de LbCdfC qui n’indique qu’une localisation dans

le carpophore.

IV.1.2.4.2. Niveau d’expression des géenes dans le mycélium soumis a un stress métallique :

Les ARNs sont extraits de mycélia cultiveés dans trois conditions de culture différentes. Le
milieu témoin sans ajout de zinc correspond au milieu de culture utilisé. Il contient donc
environ 3,5 UM de zinc. Deux traitements (1 mM Zn et 2mM Zn) ont également été réalisés.
Aprés reverse transcription et donc formation des ADN complémentaires, le niveau
d’expression des genes d'intérét est analysé a l'aide de la technique de PCR grace a un
couple d’amorces spécifiques de chaque gene. Un contrble est effectué dans les mémes
conditions avec l'ubiquitine, géne considéré comme constitutivement exprimé. D’aprés la
figure 57, l'ubiquitine apparait uniformément exprimée dans les trois conditions. Les trois

genes étudiés, LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC, présentent une expression inchangée quelque soit
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Figure 58 : Expression des genLbCdf A, LbCdf B, LbCdf C etubiquitinedétectée par RT-

PCRdans des échantillons de carpophore (C), de myces de pins de Dougli (M) et de
mycélium (Y) deLaccaria bicolo .

Tissus Rapports d'expressior
Mycorhize | Carpophore | Mycélium | Mycélium / | Mycélium / | Mycorhize /
Mycorhize | Carpophore | Carpophore
LbCdf A 11605 8285 22151 2 2,67 1,40
LbCdf B 34352 12084 4009 0,12 0,3: 3
LbCdf C 17083 13997 14380 0,84 1,C 1,19

Tableau: Niveaux d’expression des genes CdfA, LbCdfB et LbCdfC obtenus lors de
'expérience utilisant des puces a Al Ces niveaux d'expressiaorrespondentpour les
mycorhizesa la valeur moyenne d'expression dans les mycordeL. bicolor- P. menziesii
(2 répétitions), de mycorhizeL. bicolor-P. trichocarpaproduites en serre L. bicolor-P.
tremula xalba produitesn vitro. Les valeurs @gxpression dans le carpophore correspon
a la valeur moyenne de plusieurs fructificat. Enfin, I'expression dans le mycéliL
correspond a la moyenne des taux d’expre, pour deux répétitionglans dumycélium agé

de trois semaines.es valeurs sont exprimées en unité arbiti
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la condition considérée. Ces trois genes ne semblent donc pas étres régulés au niveau

transcriptionnel par la concentration en zinc présente dans le milieu.

IV.1.2.4.3. Niveau d’expressions des genes au sein des différents tissus de Laccaria bicolor

Apres extraction d’ARNs issus des trois tissusldeecaria bicolor le carpophore, la
mycorhize et le mycélium, une analyse de I'expression des genes d'intérét est réalisée par RT-
PCR semi-quantitative. Un contrle est effectué avec l'ubiquitine, gene considéré comme
constitutivement exprimeé.

D’apres la figure 58, ou l'ubiquitine apparait uniformément exprimée dans les trois tissus,
nous observons des disparités d’expression de nos genes d'intérét suivant la localisation
tissulaire considérée. En effet, LbCdfC semble étre exprimé de maniére uniforme dans les
différents tissus (4,5 fois I'expression de l'ubiquitine), ce qui n’est pas le cas pour LbCdfA et
LbCdfB. Ainsi, le géne LbCdfA est moins exprimé dans le carpophore (3 fois I'expression de
'ubiquitine) alors qu'il présente son expression la plus forte dans le mycélium (6 fois
'expression de l'ubiquitine), alors que le gene LbCdfB présente une expression uniforme
pour le carpophore et le mycélium (3 fois I'expression de 'ubiquitine) et une expression plus

forte au niveau de la mycorhize (10 fois I'expression de l'ubiquitine).

Les niveaux d’expression de ces genes sont également disponibles a l'issue de I'utilisation de
puces a ADN (Lucic et al., 2008; Martin et al., 2008)). D’aprés le tableau, LbCdf A est plus
exprimé dans le mycélium (2 fois plus que dans la mycorhize et 2,7 fois plus que dans le
carpophore), LbCdf B est surexprimé dans la mycorhize (8 fois plus que dans le mycélium et
3 fois plus que dans le carpophore) et LbCdf C est plus ou moins exprimé uniformément dans
les trois tissus. Ces résultats corroborent ceux trouvés dans le test précédent.

IV.1.2.5. Caractérisation fonctionnelle de quelques transporteurs de la famille CDF :

IV.1.2.5.1. Tests de résistance au zinc:

L’expression hétérologue des LbCdfs testés est étudiée dans une souche de levure sensible au
zinc, Azrcl. La souche sauvage et la souche mutamtel (géneZrcl délété), transformées
par le vecteur vide, sont utilisées comme témoins positif et négatif, respectivement. Toutes les

souches poussent de maniére équivalente sur le milieu témoin (SD-URA + galactose). Nous

145



CD CC CB _CA Ev Wt CD CC CB CA Ev Wt CD CC CB CA Ev Wit CD CC CB CA Ev Wit

SD-URA (palactose) SD-URA (galactose) + SD-URA (galactose) t SD-URA {glucose) +
17,5 mM Zn 20mM Zn 20mM Zn

Figure 59 : Tests de résistance au zinc a levure mutantazrclexpriman un géene LbCDF
de Laccaria bicolor, LbCdA (CA), LbCdfB (CB), LbCdfC (CC)et LbCdfD (CD) ou

transformépar le vecteur vic pYES2. La soucheAzrclvecteur vide (Ev) sert de témc
négatif alors que la souche sauviBY4741-vecteur vide (Wtsert de témoin posit Un

milieu témoin est réalisé avec du glucose, ce dernier ne permettant pas l'inductio
transcription du gene cloné dans le plasmide pYES2. 2 ul de plusieurs dilutions de lg
sont déposées (1 a0
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avons deéja observé dans le précédent chapitre que I'addition de zinc a des concentrations
toxiques (ici 17,5 mM et 20 mM) dans le milieu, entraine des perturbations de la croissance
chez le mutant de levur&zrcl. Les protéines LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC suppriment la
sensibilité au zinc de la souchkercl, alors que LbCdfD n’a aucun effet (figure 59). Pour
sassurer que cette restauration de phénotype est bien due a la présence de 'ADNc de ces
trois LbCdfs dans les plasmides pYES2, nous avons recommencé le méme test mais en
remplagant cette fois le galactose par du glucose. Cette substitution empéche I'expression des
inserts du plasmide. Dans ce cas, On n’observe aucune restauration de croissance. Ainsi dans
ce test, la restauration du phénotype est bien issue de la surexpression de LbCdfA, LbCdfB ou
LbCdfC.

Lors d'un test sur milieu solide, la résolution de la réponse est souvent limitée. En effet, on
observe souvent une croissance ou I'absence de celle-ci, sans pouvoir de définition entre les
deux. Dans le but d’avoir une analyse plus fine de l'effet des LbCDFs sur le niveau de

résistance au zinc conféré, nous avons entrepris une étude en milieu liquide (figure 60).

Les 3 genes testés présentent la méme courbe de croissance que la souche sauvage sur les
milieux témoin et 3mM de zinc (figure 60), alors que la sourh&vecteur vide affiche une
croissance 2,5 fois moins rapide que les autres souches testées et une phase de plateau située a
une D.O. 600nm de 3 contre 8 pour les autres souches. A nouveau, I'expression hétérologue
de LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC a donc permis aux souches mutantes transformées de tolérer

de fortes concentrations de zinc dans le milieu. Par contre, dés que la concentration dans le
milieu est trop importante (ici 7mM), il apparait que les souches contenant les génes
hétérologues, a l'instar du témoin négatif, ne poussent plus (figure 60).

IV.1.2.5.2. Tests de résistances a d'autres métaux :

Plusieurs souches spécifiguement sensibles a d’autres métaux sont transformées avec nos
constructions. A nouveau, les souches sauvages et les souches mutantes, transformées par le

vecteur vide, sont utilisées comme témoin positifs et négatifs, respectivement.

LbCdfA ne restaure que tres partiellement le phénotype de la sapamd (figure 61), en
effet, a 0,5 mM de manganese dans le milieu, la souche transformée présente une meilleure

croissance (facteur 10) par rapport au témoin négatif, mais cet effet n'est pas maintenu
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Figure 60 : Courbes de croissance la souche mutantezacl fransformé par LbCdfA,
LbCdfB, LbCdfC ou par le vecteur viipYES? et sauvage BY4741 (transformée pz
vecteur vide pYESPsur milieu liquide SIFURA necontenant pas de zinc (en bleou
contenanBmM de zinc (en rouge) ou 7mM de zinc (en vert). lLuche /&rcl-vecteur vide
sert de témoin négatif alors que la souche sauvage B-vecteur vide (Wt) sert de témc
positif.
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Wt Ev CA CB CC Wt Ev CA CB CC Wt Ev CA CB CC

SD-URA (galactose) SD-URA (galactose) + SD-URA (galactose) + SD-URA (galactose) +
0,5 mM Mn 1 mM Mn 2 mM Mn

Figure 61 : Tests de résistance au manganese de la levure mApmrlexpriman un gene
de Laccaria bicolor, LbCdfACA), LbCdfB (CB) ou LbCdfC (CC), otransformé par le
vecteur vide pYES2. a souche Apmrlvecteur vide (Ev) sert de témoin négatif alors gt
souche sauvage BY474/kcteur vide (VT) sert de témoin positiR pl de plusieurs dilutior
de la culture sont déposé@dsa 1¢3).

Wt Ev CA CB CC

Wit Ev CACB CC Wt Ev CACB CC Wt Ev CACB CC Wit Ev CACB CC Wi Ev CACB CC

SD-URA (galactose) ~ SD-URA (galactose) +  SD-URA (galactose) + SD-URA (galactose) +  SD-URA (galactose) +
1mM Co 1,5mM Co 2 mM Co 3 mM Co

Figure 62 : Tests de résistance au cobalt de la levure muACotlexpriman un géne de
Laccaria bicolor, LbCdfA(CA), LbCdfB (CB) ou LbCdC (CC), outransforméepar le
vecteur vide pYES2L.a souch ACotl-vecteur vide (Ev) sert de témaiégatif alors que |
souche sauvage BY474/kcteur vide (VT) sert de témoin positiR pl de plusieurs dilutior
de la culture sont déposées (1 ).

WT Ev CA CBOC WT Ev CA CB ©C WT Ev ¢CA CB OC WT Ev CACB C WI Ev A OB OC

SD-URA (galactose) SD-URA (gal) + SD-URA {galy + SD-URA (gal) + SD-URA (gal) +
4,75 mM Fe SmhMl Ke 5,25mNM Fe 5,5mM Fe

Figure 63 : Tests de résistance au fer de la levure muAccclexpriman un géne de
Laccaria bicolor, LbCdfA(CA), LbCdfB (CB) ou LbCdC (CC), outransformé par le
vecteur vide pYES2.a souche¢ Accclvecteur vide (Ev) sert de témoin négatif alors gt
souche sauvage BY474/kcteur vide (VT) sert de témoin positiR pl de plusieurs dilutior
de la citure sont déposées (1 &°).
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Wt Ev CA CB CC Wt Ev CA CB CC

SD-URA (galactose) SD-URA (galactose) + SD-URA (galactose) +
1 mM Ni 1,5mM Ni

Figure 64 : Tests de résistance au nickel de la levure muAsmflexpriman un géene 64
Laccaria bicolor, LbCdfA(CA), LbCdfB (CB) ou LbCdC (CC), outransforméepar le
vecteur vide pYES2.a souche Asmfl-vecteuvide (Ev) sert de témoin négatif alors qu
souche sauvage BY474/kcteur vide (Wt) sert de témoin pos 2 ul de plusieurs dilutior
de la culture sont déposées (1 ).

Ev CB CC Fv OB
SD-URA (galactose) SD-URA {galactose) + SD-URA (galactose) +
75uM Cu 1H M Cu

Figure 65 : Tests de résistance au cuivre de la levure muAcup2expriman un gene de
Laccaria bicolor, LbCdfA(CA), LbCdfB (CB) ou LbCdC (CC), outransforméepar le
vecteur vide pYES2.a souch Acup2vecteur vide (Ev) sert de témoin négatif alors gt
souche sauvage BY474/kcteur vide (VT) sert de témoin positiR pl de plusieurs dilutior

de la culture sont déposées (1 ).

SD-URA+ SGpMCd

WT EV CA CB CC WI EV CA CBCC WT EV CA CB CC

SD-URA + 50 pM Cd J

Yapl chl
Figure 66 : Tests de résistance au cadmium des levures muAyaplet Aycfl exprimant
un gene de Laccaria bicolotpCdfA (CA), LbCdfB (CB) ou LbCdfGCC), ou transformées
par le vecteur vide pYES2ek souche\yapl-vecteur vide (Ev) etysfl-vecteur vide (Ev
servent de témoins négatifs alors que la souche sauvage E-vecteur vide (VT) sert de
témoin positif.2 pl de plusieurs dilutions de la culture sont déposées ().
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guand la concentration en manganése augmente dans le milieu. LbCdfA n’a aucun effet sur la
soucheACot1 sur un milieu contenant du cobalt (figure 62) ni sur la soudnafl sur un

milieu contenant du nickel (figure 64) quelle que soit la concentration utilisée de ces métaux.
Par contre, il augmente Iégérement la sensibilité au fer de la saoctik(figure 63) des la

plus faible concentration testée (4,75 mM Fe). Ce transporteur ne restaure ni le phénotype des
souches\yapl etAycfl quand celles-ci sont déposées sur des milieux contenant du cadmium
(figure 66).

Le transporteur LbCdfB augmente fortement la tolérance au manganépedi(figure 61)

sur toute la gamme de concentration de manganese dans le milieu testée (0,5 mM a 2mM
Mn), mais seulement partiellement celle au cobalh@etl (figure 62). L'effet est le plus

visible sur la partie basse de la gamme de concentration (<1mM) mais s’estompe vite (des 1,5
mM) pour disparaitre dans la partie haute de la gamme. Cette protéine n’a aucun effet sur la
croissance du mutartcccl cultivé sur un milieu contenant du fer (figure 63). Par contre
LbCdf B augmente la sensibilit¢ damfl au nickel dés 1 mM de Ni dans le milieu (figure

64), ainsi que celle au cuivre de la soudlweip2des la plus basse concentration utilisée (75

MM Cu) (figure 66). LbCdfB augmente la tolérance au cadmium de la sowyelpd poussant

sur un milieu contenant 50 UM de Cd mais n’a aucun effet sur la croissangefdesur un

milieu contenant cette méme concentration de Cd (figure 66).

LbCdfC ne restaure que tres partiellement le phénotype de la sépoiré (figure 61), en

effet, a 0,5 mM de manganese dans le milieu, la souche transformée présente une meilleure
croissance (facteur 10) par rapport au témoin négatif, mais cet effet n'est pas maintenu quand
la concentration en manganese augmente dans le milieu. Cette protéine ne restaure pas le
phénotype deAccclsur un milieu contenant du fer (figure 63). Alors qu’elle permet la
restauration totale du phénotype deotl sur un milieu qui contient du cobalt (figure 62). Sur

la gamme de concentrations de Co testées (1 mM a 3 mM Co), LbCdfC permet a la souche
mutanteACot1l une meilleure croissance que la souche sauvage. Alors que LbCdfC n’a aucun
effet sur la souchasmflquelle que soit la concentration de nickel dans le milieu (figure 64),
cette protéine augmente légerement la sensibilité de la sowcp? des 75 mM de Cu dans

le milieu (figure 65). A l'instar de LbCdfB, LbCdfC améliore la tolérance du mutgapl

mais pas celle daycfl sur un milieu contenant 50 uM de Cd (figure 66).
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Figure 67 : Tests de résistance au zinc de la levure muAzrcltransformé par LbCdfA
(CA), LbCdfB (CB),LbCdfC (CC) et LbCdfD (CD), et par ces mémgsnes fusionnés a
GFP (*) ou par le vectewride pYES2. La soucheAzrclvecteur vide (Ev) sert de témc
négatif alors que la souche sauvage BY~vecteur vide (Wt) sert de témoin pos 2 pl de
plusieurs dilutions de la culture sont déposées (1°).

sFP+ DAFI

Lumiere Blanche GFP DAFL/ CNAC-Arg GFP+ CMAC-Arg
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Figure 68 : Localisation de la protéine LIdfA. Des cellules de levures exprimant LbC-
GFP sont visualiséesu microscope en lumiere blanche ouépifluorescence 68 x1000)
Les marquages au CMAErg (fluorescence bleue du lumen de la vacuole) ou au I
(marquagedu noyau) servent de contréle de localisation. Une superposition d’image
DAPI et GFP-CMACArg a été réalisée pour s’assurer de la localisation de la pr
LbCdfA-GFP.
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IV.1.2.6. Localisation des transporteurs de la famille CDF :

L’expression hétérologue chez la levure, bien que trés utilisée, peut présenter une localisation
différente entre I'organisme originel et la levure, tel que cela a été observé chez certaines
plantes (Delhaize et al., 2003) ou des artefacts de localisation dus a des conditions différentes
en teneur en métal (Cabantous et al., 2005). De fait, nous avons testé si la fusion de nos
protéines d’intérét a la GFP nuisait a leur fonction par complémentation fonctionnelle de la

souche Azrcl observée sans la fusion (figure 67)

Pour réaliser cela, les ADNc de LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC ont été clonés dans le vecteur
d’expression pYES2 en fusion avec la GFP, ces constructions nous permettant en outre de
mettre en évidence la localisation sub-cellulaire de ces transporteurs dans les cellules de
Saccharomyces cerevisideour s’assurer que la fusion de la GFP avec les CDEaabaria

bicolor ne perturbe pas leur fonction, nous avons réalisé un test de résistance au zinc avec les
souchesAzrcl-LbCdfd’'une part etAzrcl-LbCdfGFP d’autre part (figure 67). Les souches
testées présentent la méme croissance sur le milieu témoin (sans zinc) et nous n’observons
aucune difféerence entre les souches avec GFP et les souches sans en ce qui concerne leur
niveau de tolérance au zinc. La présence de la GFP ne perturbe donc pas les fonctions des
protéines auxquelles elle est fusionnée, il est donc possible d’utiliser nos constructions GFP
pour étudier la localisation sub-cellulaire de ces transporteurs.

Dans un premier temps, la visualisation des cellules de levures en lumiere blanche permet

d’observer les contours des cellules et des vacuoles.

Dans un second temps, les résultats obtenus avec le filtre GFP permet d’émettre I'hypothése

d’une localisation de LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC au niveau de la membrane vacuolaire.

Dans un troisieme temps, l'utilisation en parallele de DAPI a permis de mettre en évidence le

noyau. Ce dernier, en superposant les images GFP et DAPI, se situe a I'extérieur de I'anneau
de fluorescence GFP, soutenant ainsi I'hypothése d’une localisation vacuolaire de ces 3
protéines.

Enfin, ces résultats sont confortés par les colorations au CMAC-Arg. Ce colorant va pénétrer
dans la vacuole et spécifiquement émettre une fluorescence bleue a l'intérieur de celle-ci
(figure 68, figure 69 et figure 70). En superposant les images GFP et CMAC, on observe la

fluorescence due a la GFP qui entoure la fluorescence bleue issue du CMAC-Arg a l'intérieur
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GFP+ DAPI
ou
Lumiere Blanche +FP DAPT/ CMAC-Arg +FP+ CMAC-Arg

Figure 69 : Localisation de la protéine LIdfB. Des cellules de levures exprimé.bCdfB-
GFP sont visualiséesu microscope en lumiere blanche owépifluorescencegrossissement
x1000) Les marquages au CM/Arg (fluorescence bleue du lumen de la vacuole) o
DAPI (marquage du noyau) servent de contréle de localisation. Une stition d'images
GFP-DAPI et GFP-CMACArg a été realisée pour s’assurer de la localisation de la pr
LbCdfB-GFP.

GFP+ DAPI
ou
Lumiére Blanche GFP DAPIL/ CMAC-Arg GFP+ CMAC-Arg

Figure 70 : Localisation de la protéine LIdfC. Des cellules de levures exprimant LbC-
GFP sont visualiséesu microscope en lumiere blanche owépifluorescencegrossissement
x1000) Les marquages au CM/Arg (fluorescence bleue du lumen de la vacuole) o
DAPI (marquage du noyau) servent de contréle de localisation. Une superposition d

GFP-DAPI et GFP-CMACArg a été realisée pour s’assurer de la localisation de la pr
LbCdfC-GFP.

CMAC
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de la vacuole. Ceci confirme la localisation de LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC au niveau de la
membrane vacuolaire.

V.1.3. Discussion:

L’'analyse phylogénétique de la famille CDF fait apparaitre 4 sous-familles. Ces transporteurs
peuvent étre classés selon leur affinité pour un ou plusieurs métaux (Montanini et al., 2007).
Nous retrouvons des membres de la famille CDEat®aria bicolordans chacune des quatre
sous-familles (4 dans la sous-famille Zn-CDF, 3 dans sous-famille Mn-CDF, sous-famille
Fe/Zn-CDF, 1 dans la sous-famille 1V). Avec 9 membres de la famille C&dearia bicolor

est I'organisme étudié le plus représenté dans cette étudeRhwepus oryzae). Ce constat
concorde avec I'expansion de genes observée chez ce champignon (Martin et al., 2008). En
effet, le génome de. bicolor présente plus de genes que tout autre basidiomycéte séquencé a
ce jour (Martin et Selosse, 2008).

ScZRC1, un transporteur de levure homologue de LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC présente un
niveau d’expression qui augmente en situation de carence en zinc et baisse suite a un rajout de
zinc dans le milieu (Miyabe, 2001). MacDiarmid et al. (2003) montrent le réle crucial de
l'activité de Zrcl, et sa régulation par Zapl, dans la tolérance a un choc en zinc. Zapl est un
facteur de transcription qui, suite a la détection d’une carence en zinc, va activer la synthese
de protéines responsable de 'hnoméostasie du zinc (Herbig et al.,2005; Wang et al., 2006). Le
choc au zinc survient lorsque des cellules appauvries en zinc, et donc ayant une capacité
élevée d'absorption de zinc, sont ravitaillées avec du zinc. De grandes quantités de zinc
passent alors a travers la membrane plasmique et s'accumulent rapidement dans le
cytoplasme. La cellule répond a cet exces de zinc par une baisse de la régulation de la
transcription des importateurs de zinc que fRTlet ZRT2 (Zhao et Eide, 1996 a et b),
notamment en inactivant la protéine Zrtl par endocytose. A linversel sera
transitoirement surexprimé suite a ce choc en zinc.

Gonzales-Guerrero et al. (2005) montrent aussi une régulation d’'un Zn-CDF différent, Gint-
ZnT1, a un choc. Ainsi on observe une expression maximale a 12 et 6 heures aprés I'ajout
respectif d’'une quantité modérée ou forte de zinc dans le milieu. On peut noter que
I'expression de LbCdfA.bCdfBet LbCdfCest indépendante de la concentration de zinc dans

le milieu extérieur. Il serait intéressant de tester si ces genes sont, a l'instar de ScZrcl et

GintZnT1, surexprimés en cas de choc au zinc.
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Les trois CDFs étudiés (LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC) sont exprimés dans tous les tissus du
champignon (figure 58 et 59). Ainsi les 3 génes semblent exprimés a un niveau proche dans le
mycélium, alors que.bCdfB est largement surexprimé dans la mycorhize et LbCdfA n’est
gue légerement plus exprimé dans le carpophore. Les résultats en RT-PCR confirment les
résultats issus de lI'analyse de la lame génome entier (figure 58 et tableau 22). Ces génes
semblent donc étre exprimés dans tous les tissus fongiques, suggérant un réle important dans
la tolérance au zinc de ces différents tissus. Au niveau de la mycorhize, le fort niveau
d’expression de.bCdfB observé dans le tissu du partenaire fongique pourrait étre expliqué
par un role dans la séquestration du zinc dans le champignon, évitant ainsi un influx trop
grand dans les cellules de la racine du partenaire végétal. Les carpophores de champignons
ectomycorhiziens sont eux aussi confrontés a de fortes concentrations de toxiques dans les
sols. En effet, des analyses du contenu en métaux révelent souvent des accumulations

importantes de zinc et de cadmium (Cayir et al., 2010; Radulescu et al., 2010)

LbCdfA, LbCdfB et LbCdC suppriment la sensibilité au zinc de la soudtrel. Ceci
conpote les résultats de I'analyse phylogénétique et leur appartenance a la sous-famille Zn-
CDF. Ainsi, a l'instar de ScZRC1 ou ScCOT1 (MacDiarmid et al., 2000), ils ont une fonction
de détoxication de la cellule lors d’'une augmentation de la concentration extracellulaire en
zinc dans le milieu. LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC sont localisé au niveau du tonoplaste (figure
68, 69, 70). Cette localisation concorde avec celle décrite pour la protéine ZRC1 (Li &
Kaplan), protéine de levure phylogénétiquement proche (membre de la sous-famille Zn-CDF)
des trois LbCdf étudiés ici. Il serait maintenant intéressant de confirmer ceci en réalisant une

localisation in situ chez Laccaria bicolor (comme par exemple une immuno-localisation).

ScMSC2 est un transporteur de zinc situé au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique et dont la fonction est le transport du zinc du cytoplasme au lumen du
réticulum endoplasmique (Ellis et al., 2004). Dans la méme étude, Ellis et al. montrent que la
délétion du géne ScMSC2 n’entraine aucun changement au niveau de la tolérance au zinc.
ScMSC2 appartient au méme cluster de la sous-famille Zn-CDF que LbCdfD. Nous n’avons
pu réaliser de complémentation fonctionnelleAde&cl ouAMsc2 avec LbCdfD. Néanmoins

il serait intéressant de voir si ce dernier a une fonction similaire a ScMSC2. Zhfl, chez
Schizosaccharomyces pomlst lui aussi localisé au niveau du réticulum endoplasmique.
Néanmoins, il présente une fonction différente de celle de SCMSC2. En effet, il a été
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démontré par délétion qughfl a non seulement un réle dans le stockage de zinc (comme
ScCotl et ScZrcl dont il est phylogénétiguement proche) mais il a aussi un réle important
dans la détoxication (Borrelly et al.,, 2002, Clemens et al.,, 2002). Une caractérisation
fonctionnelle de LbCdfD permettra d’apprécier si sa (ses) fonction(s) est proche de celle de
ScMSC2.

A linstar de ScZRC1 qui peut transporter le Zn, le Cd, mais ni le Fe ni le Mn (Lin et al.,
2008), LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC ne semblent pas étre compléetement spécifique au zinc.
En effet, LbCdfB a un effet positif sur la tolérance au Mn, Co et Cd, tandis que LbCdfC
semble plutdt avoir un effet sur la toléerance au Fe, Co et Cd. LbCdfA semble transporter le
manganese, dans une moindre mesure que LbCdfB. Cette restauration de la tolérance des
souches mutantes spécifigues a un métal pourrait étre due au transport des ions
correspondants (M# pourAPmrl, CSG* pourACotl et F&" pourACccl). Le cas du cadmium

ed particulier. En effet, aucun des genes n’a rétabli la tolérance de la souctie délétée

pour le transporteur vacuolaire de Cd. La souche dont la tolérance au cadmium a augmenté
(pour LbCdfB et LbCdfC) estYapl. Yaplp est un facteur de transcription qui aclave
transcription de génes « anti-oxydants » en réponse au stress oxydatif (Toone et Jones, 1999).
De plus amples investigations sont nécessaires pour comprendre le(s) mécanisme(s)
expliquant la restauration du phénotype sur une souche et non sur l'autre.Bien qu’'un nombre
croissant d’études d’interconnexion entre les réponses cellulaires a différents métaux soient
réalisées, on ne comprend encore gue trés partiellement les interactions entre métaux. A titre
d’exemple, une corrélation a été démontrée entre les mécanismes liés au cuivre et ceux liés au
fer lors de la régulation du régulon cuivre (Winge et al, 1998;. Gross et al.2000). De méme,
des relations fer-cobalt ont été étudiées (Stadler et Schweyen, 2002). Il serait donc intéressant
d’étudier et de comprendre les effets de la surexpression de LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC, sur
la tolérance au cuivre de la souche mutante de lexGugp?2. Cup2 est un gene régulant
I'expression d€upl(Buchman et al. 1989). Ce dernier code une métallothionéine liant le Cu
chez la levure. Nous pouvons émettre I'hypothése que la diminution de la concentration
cytosolique d'un (ou plusieurs) métal transporté(s) par les protéines LbCdfA, LbCdfB,
LbCdfC augmenterait I'effet de la délétion du g&hg2 en perturbant encore plus I'équilibre
ionique de la cellule.

Quoigu’il en soit, les restaurations de phénotype observées sur les milieux Cd, Mn, Fe ne sont

gue trés partielles. Les 3 protéines LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC sont donc essentiellement des
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transporteurs de zinc (et cobalt pour LbCdfC), comme le suggérait leur positionnement sur

I"arbre phylogénétique.
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Figure 71 : Arbre phylogénétique des séquences protéiques des transporteurs de le
ZIP de 15 organisme®ngiques: Aspergillus fumigatugAfu), Aspergillus nidulansAn),
Botrytis cinerea(Bc), Fusarium graminearun(Fg), Magnaporthe grise{Mg), Neurospora
crassa (Nc), Saccharomyces cerevisia(Sc), Stagonospora nodorun(Sn), Sclerotinia
sclerotiorum (Ss), Coprinopsis cinerea(Cc), Cryptococcus neoforman(Cn), Laccaria
bicolor (LbZip A a B, Phanerochaete chrysosporii(Pc), Ustilago maydis(Um), Rhizopus
oryzae(Ro). Les noms des génes de différerrganismes sont indiqués Annex. L'arbre a
eté genéré en utlisant le logiciel MEGA 4.0 apres alignement équences avec
CLUSTALX d'aprés la méthode du Neigh-Joining (NJ).Les valeurs de Bootstrajont
données en chiffre.
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Comme ce fut présenté dans l'introduction, 'hnoméostasie au zinc dans les cellules est assurée
pa la coordination des influx et des efflux de zinc, ainsi que par la distribution aux organites
intracellulaires. Dans la premiere partie de ce chapitre, nous avons discuté de la famille
responsable de l'efflux du zinc hors du cytoplasme, la famille CDF. Cette présente partie va
traiter des transporteurs de la famille ZIP dont les membres ont pour fonction l'influx de zinc

dans le cytosol.

IV.2. Analyse des transporteurs de la famille ZIP de Laccaria bicolor :

IV.2.1. Analyse phylogénétique des transporteurs de la famille ZIP :

La présente étude considere 15 organismes: 9 Ascomycétes dont 1 Sacchoromycotina
(Saccharomyces cerevis)a® PezizomycotinaAspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans,
Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Magnaporthe grisea, Neurospora crassa,
Stagonospora nodorum, Sclerotinia sclerotioju Basisiomycetesiont 4 Agaromycotina
(Coprinopsis cinerea, Cryptococcus neoformans, Laccaria bicolor, Phanerochaete

chrysosporiumet 1 Usilagomycotinastilago maydiy 1 ZygomycétegRhizopus oryzae)

Les séquences ont été obtenues par BLAST en utilisant les séquences des protéines ZIP déja
identifiées comme matrices sur les bases de données de références de chacune de ces espéces
(Annexe 2). Les séquences incompletes (annexe 2) ont été corrigées manuellement par

homologie avec les séquences déja caractérisées, notamment celle de S.cerevisiae

L'analyse de cette famille révéle 3 grandes sous-familles (figure 71). Les seuls membres ZIPs
dga connus et caractérisés sont ceux Slecerevisiaeet des champignons filamenteux
Aspergillus fumigatugt Neurospora crassa. De fait, nous pouvons émettre des hypotheses
sur les propriétés des transporteurs putatifs en utilisant la connaissance acquises de ces
protéines de référence.

IV.2.1.1. Sous-famille | : Localisation putative sur la membrane plasmique :

On observe plusieurs clusters dans cette sous-famille. Chacun est spécifique soit des
Ascomyceétes soit des Basidiomyceétes, a I'exception de celui contenant ScZRT1, ScZRT2,
LbZipA et LbZipB. La présence dans ce groupe de ScZRT1 (Zhao et Eide, 1996a) et SCZRT2
(Zhao et Eide, 1996b), deux transporteurs de levure bien caractérisés, ainsi que celle de leurs

homologues respectifs ZrfA et ZrfBApergillus fumigatugVicentefanqueira et al., 2005)
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Figure 72 : Organisation des introns et exons dans les genes étudiés. Les introns et exons de
chague géne sont représentés respectivement en rouge et en bleu. Le pourcentage d’intron de
chaque géne est inscrit en vis-a-vis du géne correspondant.
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Figure 73 : Topologie des protéines ZIP : Les parties intracellulaires, transmembranaires et
extracellulaires sont représentées respectivement en bleu, rouge et jaune. Les segments
encadrés en noir représentent des régions riches en histidine, a savoir des régions présentant
un minimum de 10% d'histidine au sein de leurs résidus totaux.
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d’'une part et Tznl et Tzn2 ddéeurospora crassa (Kiranmayi et al., 2009) d’autre part, nous
permet d’émettre I'hypothése d’'une localisation sur la membrane plasmique pour LbZipA,
LbZipB voire LbZipC. Cette position phylogénétique permet d’émettre I'hypothése d’une
fonction liée l'influx de zinc dans la cellule, a l'instar des deux membré&s derevisiasus-

cités.

IV.2.1.2. Sous-famille Il : Localisation putative sur les membranes internes de la cellule :

On observe, dans cette sous-famille, deux clusters constitués uniquement d’Ascomycetes. De
méme, les Basidiomycetes sont regroupés entre eux. Néanmoins, aux Basidiomycetes se
rajoutent l'orthologue Zygomycet®. oryzaeet les homologues de la levure. Ainsi, la
protéine de levure, SCYKE4 (Kumanovics et al., 2006), est phylogénétiquement proche d’un
représentant deaccaria bicolor LbZipD. De fait, on peut supposer une localisation sur la
membrane du réticulum endoplasmique pour ce dernier. Pareillement, LbZipE parait étre
'orthologue de la protéine d&.cerevisiaeSCATX2 (Lin et Culotta, 1996). Des études
complémentaires sont nécessaires pour s'assurer que LbZipE partage la méme localisation au
niveau de I'appareil de Golgi, la méme fonction ou le méme substrat avec son homologue de
levure, néanmoins, compte tenu de la forte probabilité d’'un substrat principal différent du

zinc, I'étude de cette protéine n’entre pas dans le cadre de ce manuscrit.

IV.2.1.3. Sous-famille Il : Localisation putative sur la membrane vacuolaire :

Cette petite sous-famille contient un homologue de la levure, ZcZRT3. Ce dernier se localise
dans la membrane vacuolaire et a pour fonction la remobilisation du zinc stocké dans cet

organite en cas de carence (MacDiarmid et al., 2000).

On peut remarquer I'absence de protéines de Basidiomycetes parmi cette sous-famille, il n'y
aurait donc pas de protéine ZIP impliquées dans la remobilisation du zinc vacuolaire dans cet

embranchement.
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Figure 74 : Alignement des séquences protéigues de LbZipA et LbZipB. Les acides aminés
sont représentés en rouge si identiques ou similaires, en bleu et noir si différents.
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IV.2.2. Etude de quelques génes ZIPs de Laccaria bicolor

IV.2.2.1. Etude de 'organisation des genes d'intérét :

Sur la figure 72, on observe que les introns occupent une proportion variable dans les ORFs
des Zips étudiés deaccaria bicolor Ainsi, LbZipA, LbZipB et LbZipQorésentent une
proportion faible (respectivement 27, 26 et 16%) d'introns, contre 41% pour LbZipD

LbZipA et LbZipB ont des tailles similaires (environ 1400 nucléotides) et une organisation
génétique identique, leurs introns étant localisés au méme niveau dans leur séguence
génetique respective. Les deux autres genes, LbZipC et LbZipD, ne présentent aucune

similarité de taille ou d'organisation.

IV.2.2.2. Etude de la topologie des genes:

D'apres la figure 73, la topologie des protéines LbZipA, LbZipB, LbZipC et LbZipD, prédite
par le logiciel TMHMM (Krogh, 2001), est similaire au modéle présenté par Eide (2006).En
effet, il y a conservation du modele & 8 domaines transmembranaires, avec les deux

extrémités (N-terminale et C-terminale) localisées a I'extérieur du cytosol.

Avec respectivement 338 et 341 acides aminés, LbZipA et LbZipB présentent des tailles trés
similaires. LbZipC et LbZipD sont de tailles supérieures (respectivement 589 et 437 acides
aminés). Les protéines LbZipA, LbZipB et LbZipD possedent une région intracytoplasmique
riche en histidine entre les régions transmembranaires Ill et IV. La protéine LbZIPC présente
une organisation différente. En effet, elle possede deux longues boucles riches en histidine
entre les domaines transmembranaires V et VI d'une part, et les domaines transmembranaires

VIl et VIII d'autre part.

IV.2.2.3. clonage des ADNc des genes d'intérét :

L'analyse de 4 transporteurs (LbZipA, LbZipB, LbZipC et LbZipD) a été réalisée en clonant
dans le vecteur d'expression pYES2congu pour exprimer les ADN complémentaires d'intérét

en systeme hétérologue levu& €erevisiae
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Figure 75 : Expression des LbZs A a E et ubiquitinelans des échantillons de mycélium
Laccaria bicolors’étant développésur des milieux contenant des concentrations croiss
de zinc (respectivement;®3,7 v ;100 uM ; 250 uM et 500 pMe zin(. Ce travail a été

réalisé en collaboration avec Laurence Lacercat (doctorante UMR
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LbZipA et LbZipB, tous deux membres de la sous-famille I, sont proches phylogénétiguement
(figure 71) et présentent sensiblement le méme nombre de nucléotides (figure 72), le méme
nombre d’acides aminés (respectivement 338 et 341) et la méme organisation au niveau de la
structure secondaire (figure 73). lls montrent néanmoins de nombreuses différences au niveau
de la séquence protéique (figure 74). En effet, ils ont un taux d’identité de 82,8%. Ce sont

vraisemblablement des paralogues.

IV.2.2.4. Niveau d’'expression des ZIP :

IV.2.2.4.1. Expressions des génes en condition de carence en zinc:

Nous avons étudié I'expression des transporteutsclearia bicoloren condition de carence
en zinc (figure 75). Les explants de mycélium sont cultivés deux semaines sur des
concentrations différentes de zinc (de 0 a 500 uM de zinc dans le milieu). D’apres la figure

75, l'ubiquitine apparait uniformément exprimée dans les différentes conditions.

LbZip D et LbZip E présentent une expression équivalente quelque soit la concentration de

zinc dans le milieu.

LbZip A, LbZip B et LbZip C présentent une forte diminution de leur expression des que du
zinc est rajouté dans le milieu (des 3,75 UM de zinc ajouté),.leur expression semble donc étre

dépendante de la présence de zinc dans le milieu (figure 75).

IV.2.2.4.2. Analyse des ESTs des ZIPs de Laccaria bicolor

A l'aide du site du Doe Joint Genome Institure (http://www.jgi.doe.gov/) et du National
Center for Biotechnology Informatiofhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/), nous avons identifie
des ESTs correspondant a 3 des 4 génes étudibacdaria bicolor LbZipA, LbZipC et
LbZipD. Ainsi nous avons identifi¢ 1 EST pour LbZipA (numéro d’accession GenBank :
EX789251), 2 pour LbZipC (numéros d’accession GenBank : EX789937, EX789936) et 5
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Figure 76 : Tests de complémentation de la levure mutAzhy3,expriman un géne de
Laccaria bicolor, LbZipA LbZipB ou LbZipC, ou transforméear le vecteur vic pYES2. La
souche Azhy®ecteur vide (EV) sert de témoin négatif alors que la souche sauvage [-
vecteur vide (WT) et 2hy3AtIRTL servent de témoins positiRRlusieurs dilutions sot
étalées (1 a 19).
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pour LbZipD (numéros d’accession Genbank : EX801326, X799387, EX801325, EX807193,
EX807192).

Les ESTs de ces 3 génes présentent une localisation tissulaire identigue (mycélium et
carpophore), sauf EX801326, EX801325, EX801325 et X807192 de LbZipD qui n'ont été

obtenues qu’a partir du mycélium.

IV.2.2.5. Caractérisation fonctionnelle de guelques transporteurs de la famille ZIP :

L’expression hétérologue de LbZipA, LbZipB et LbZipC, membres de la sous-famille I, est
étudiée dans la souche mutante de lewzntey3ou les deux principaux acteurs de l'influx de

zinc dans la cellule, SCZRT1 et ScZRT2, ont été délétés. La souche sauvage et la souche
mutanteAzhy3, transformées par le vecteur vide pYES2, sont utilisées comme témoins positif
et négatif, respectivement (figure 76). AtIRT1 est le principal transporteur de fer de haute
affinité chezArabidopsis thaliana. Il a été démontré AtURT1, en condition de carence en

fer, est surexprimé, il en résulte une augmentation de I'influx en zinc et cadmium vers le
cytoplasme (Korshunova et al., 1999). AtIRT1 est utilisé ici, pour son aptitude a transporter le
zinc, comme témoin positif. Toutes les souches poussent de maniere équivalente sur la boite
témoin (SD-URA + galactose + Zn). L'ajout d’EDTA permet d’obtenir un milieu considéré
sans zinc, 'EDTA étant un chélateur d’ions métalliques. Sur un milieu contenant 1 mM
d’EDTA, la soucheAzhy3transformée par le vecteur vide pYES2 ne pousse pas. La souche
sauvage, elle-méme transformée par le vecteur vide pYES2, pousse de maniére similaire sur
les deux milieux. AtIRT1, témoin positif, pousse peu. LbZipA, LbZipB et LbZipC restaurent

le phénotype de la souche mutanthy3, permettant a la souche mutante d’absorber le zinc
présent dans le milieu. Elles auraient donc une fonction proche de celles de ScZRT1 et
ScZRT2 (Zhao et Eide, 1996a et b).
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Figure 77: Localisation de laprotéine LbZipA dans des cellules de levures exprir
LbZipA-GFP. Vuesau microscope en lumiere blanche ou en fluorescegrossissement
x1000)
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Figure 78 : Localisation de la protéine ZipB dans des cellules de levures exprinr
LbZipB-GFP. Vuesau microscope en lumiére blanche ou en fluorescegrossissement
x1000)
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Figure 79 : Localisation de la protéine [ZipD dans des cellules de levures exprir
LbZipD-GFP. Vuesau microscope en lumiere blanche ou en fluorescegrossissement

x1000) La coloration au Dapi (coloration du noyau en bleu) sert de contréle de locali
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IV.2.2.6. Localisation des transporteurs de la famille ZIP :

Les transporteurs de zinc LbZipA, LbZipB et LbZipD ont été cloné dans le vecteur
d’expression pYES2 en fusion avec la GFP pour mettre en évidence leur localisation sub-

cellulaire chez la levur8accharomyces cerevisiae

De nombreux membres de la famille ZIP sont localisés a la membrane plasmique tels ScZRT1
et SCZRT2, OsZIP4 chez le riz (Ishimaru et al.,2005).

Néanmoins des transporteurs de cette famille ont également été localisés sur d’autres
membranes telles la membrane vacuolaire pour le transporteur ScZRT3 qui permet la
remobilisation cytoplasmique du zinc contenu dans la vacuole (MacDiarmid et al. 2000), la
membrane du réticulum endoplasmique pour la protéine ScYKE4, responsable de la
remobilisation du zinc a partir du réticulum endoplasmique (Kumanovics et al., 2006) ou la
membrane golgienne ou ScATX2 intervient dans 'lhoméostasie au manganese (Lin et Culotta,
1996).

Dans un premier temps, la visualisation des cellules de levures en lumiére blanche permet de

s’assurer de I'état de celles-ci.

Dans un second temps, les résultats obtenus avec le filtre GFP permettent d’émettre des

hypothéses de localisation pour LbZipA, LbZipB et LbZipD

LbZipA et LbZipB semblent étre localisées au niveau de la membrane plasmique
(respectivement figure 77 et figure 78), a l'instar de ScZRT1 (Zhao et Eide, 1996a) et
ScZRT2 (Zhao et Eide, 1996b), protéines de levure phylogénétiquement proches de ces deux
ZIPs, comme nous I'avons vu précédemment (VI.1.2.1).

Pour LbZipD, la localisation a 'aide de la GFP (figure 79) montre clairement des membranes
intracellulaires. L'utilisation de DAPI, un marqueur du noyau, permet de visualiser celui-ci.
Grace a ce contre-marquage, on peut observer qu'en grande partie la GFP fusionnée est
présente sous forme de cercle fluorescent autour du noyau. De plus, des connexions allant du
noyau a la périphérie de la cellule sont également visibles et représenteraient le réticulum
endoplasmique dans ces régions. Ainsi, LbZipD, qui n'a pas encore été étudié par
complémentation de mutants de levure, serait localisé sur la membrane du réticulum
endoplasmique, a linstar de la protéine de levure phylogénétiquement la plus proche,
ScYKE4 (Kumanovics et al., 2006).
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IV.2.3 Discussions :

L’analyse phylogénétique de la famille Zip fait apparaitre 3 sous-familles distinguées par leur
localisation putative (en fonction de la localisation des protéines déja caractérisées) au niveau
de la membrane plasmique (sous-famille 1), au niveau des membranes internes de la cellule
(sous-famille 1) ou au niveau de la membrane vacuolaire (sous-famille IIl). Il est intéressant

de noter que les Basidiomycétes ne semblent pas posséder de membres de cette derniere sous-

famille. Il serait intéressant d’étudier la remobilisation du zinc vacuolaire chez ces espéces.

La topologie des protéines LbZipA, LbZipB, LbZipC et LbZipD est similaire au modele
présenté par Eide (2006), avec notamment la conservation du modéle a 8 domaines
transmembranaires, avec les deux extrémités (N-terminale et C-terminale) localisées a

I'extérieur du cytosol.

Chez la plupart des protéines ZIP, la région située entre les domaines transmembranaires Il et
IV est appelée région variable et contient généralement un domaine riche en histidine (Eide,
2006). Ce domaine est, selon les prévisions, cytoplasmique. Les études sus-citées postulent
gue ce domaine sert de site de liaison aux ions métalliques. Néanmoins, Gitan et al. (2003) ont
démontré que, dans le domaine riche en histidine de la protéine ScZFSI kelevisiagle
remplacement de tous les résidus histidines par des résidus glutamine n’entraine aucun effet
apparent sur la fonction de transporteur mais altére la localisation subcellulaire. Des mutations
dans ce méme domaine dans les protéines humaines hZIP1 et hZIP4 n’entraine pas
d’altération de la localisation mais une réduction de I'absorption du Zn (Mao et al., 2007,
Milon et al., 2006). De plus, le domaine riche en histidine de hZIP4 est essentiel pour

l'ubiquitination servant & la dégradation de cette protéine (Mao et al., 2007).

On observe de nombreux effets différents suite a des mutations dans cette région riche en
histidine, ceci indique que le rbéle de cette région ne semble pas étre la méme pour tous les
membres de la famille ZIP.

LbZip A, LbZip B et LbZip @résentent une expression régulée par la concentration en zinc
dans le milieu, au contraire de ce que I'on observe ptdip D etLbZip E Il serait
intéressant d’étudier les affinités des transporteurs codés par ces genes, pour voir si elles
pourraient correspondre ressemblent a ce que I'on peut observer chez la levure. Bn effet,
cerevisiaepossede deux systemes distincts d'absorption du zinc de I'environnement. Un

systeme a forte affinité pour le zinc nommé ScZRT1. Un second systeme est codé par le géne
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ZRT2 et a une faible affinité pour le zinc (Zhao et Eide, 1295)1 etZRT2 sont régulés par

la disponibilité en zinc. Ce systeme a deux niveaux d’affinité est retrouvéNeheaspora

crassa etAspergillus fumigatysles deux champignons filamenteux dont des membres de la
famille ZIP ont déja été caractérisés. Ainsi NcTznl et AfZrfa sont les homologues de ScZrtl
tandis NcTzn2 et AfZrfb sont les homologues de ScZrt2. Néanmoins il est intéressant de
remarquer que AfZrfb, qui devrait étre un transporteur de faible affinité, par homologie avec
ScZrt2, est, en fait, le principal acteur de I'absorption du zinc par les celldspeaigillus
fumigatustant sa gamme de concentration de zinc est importante en comparaison de celle de
AfZrfA (Vicentefranqueira et al., 2005). Une carence en zinc induit la transcripti@Rdé

et ZRT2, alors que la croissance dans des conditions d’exces en zinc réprime I'expression.
Cette régulation de la transcription requiert I'activité du géAP1 (Zhao et Eide, 1997).

ZAP1 est un activateur de transcription qui contréle directement I'expression des geénes
sensibles au zinc dans la levure (Zhao et al., 1998).

Il serait intéressant de rechercher et étudier ce facteur transcriptionnél tiezor.

LbZipA et LbZipB sont localisés au niveau de la membrane plasmique (respectivement figure
77 et figure 78), a l'instar de ScZRT1 (Zhao et Eide, 1996a) et ScZRT2 (Zhao et Eide,
1996b), protéines de levure phylogénétiguement proches de ces deux ZIPs, comme nous

'avons vu préecédemment (VI1.1.2.1).

LbZipD serait localisé sur la membrane du réticulum endoplasmique, a I'instar de la protéine
de levure phylogénétiquement la plus proche, ScYKE4 (Kumanovics et al., 2006). Il serait
maintenant intéressant de confirmer ceci en réalisant une localigatéita chezLaccaria

bicolor.
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L'impact de la pollution par les métaux lourds sur I'écosysteme est indéniable avec
notamment comme conséquence des changements drastigues au niveau des communautés
présentes. L'objectif général des travaux de cette thése était d'étudier les déterminants
moléculaires permettant aux microorganismes eucaryotes de tolérer de fortes concentrations
de métaux lourds dans le milieu environnant. Deux approches ont ainsi été mises en ceuvre.
D’une part une approche innovante de métatranscriptomique a été menée afin d’étudier les
réponses de l'ensemble des microorganismes tellurigues eucaryotes a une pollution
multimétallique. D’autre part, une approche ciblée au niveau de I'organisme modele
Laccaria bicolora été réalisée afin de mettre en évidence les déterminants impliqués dans

’homéostasie au zinc des cellules.

Le premier objectif de ma thése était d’étudier le métatranscriptome de
microorganismes eucaryotes soumis a une pollution métallique, dans le cadre du projet
ANR EUMETATOX.

Dans un premier temps, des prélévements sur trois sites d’étude (sols pollué, anciennement
pollué et non pollué) ont été effectués (chapitre Ill.1). Les échantillons de sol ont été prélevés
sur une surface importante afin de s’assurer de la meilleure représentativité possible de la
microflore. Suite a des analyses des concentrations en métaux lourds dans ces sols, y compris
dans la fraction échangeable de ceux-ci, mais également dans les organismes présents, le site
de Paal fut considéré comme site témoin non pollué et Balen comme site pollué. Lommel, de
part son passé métallurgique (une zinguerie y a exerceé son activité pendant plusieurs dizaines
d’années), et initialement prévu pour étre le site d’étude «sol pollué », fut finalement
considéré comme un site anciennement pollué au vue des mesures effectuées. La majorité de
la pollution métallique constatée dans les années 1980-1990 ayant disparu des horizons
superficiels du sol. La structure du sol étant trés sableuse et ne contenant que tres peu de
matiére organique, un phénomene de lessivage pourrait ainsi étre la cause de la diminution de
la contamination aux niveaux de ces horizons. Cet imprévu a nécessité la recherche d’un autre
site pollué (Balen). Si ce point a permis d’alerter d’autres collegues effectuant des travaux sur
ce site supposeé pollué, il a eu pour conséquence de retarder significativement I'avancée des

travaux concernant la construction des banques d’ADNc environnementaux.

L’étude de la diversité biologique présente sur les trois sites révele une différence entre les

aspects macroscopique et microscopique. En effet, d’'un point de vue macroscopique (flore)
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les sites de Lommel et Paal sont trés proches alors que du point de vue microscopique, ils sont
assez éloignés. Les analyses des séquences des ADNr et ARNr 18S nous montrent cependant

une plus grande similitude entre Balen et Paal.

Ces premiers résultats soulignent I'importance d’'un choix éclairé et approfondi des sites
expérimentaux. Il faut noter que I'obtention de sites expérimentaux naturels completement
identiques est cependant illusoire. De petites variations dans la texture, la physico-chimie et
les populations des sols seront en effet toujours présentes (de part I'historique du sol,
I'influence de I'environnement, les coordonnées géographiques, I'impact de la pollution,...)

En ce qui concerne I'analyse comparative du séquencage aléatoire de banques d’ADNc du sol
contaminé (Balen) et de celui non contaminé (Paal) aux métaux lourds par le Génoscope, cette
partie du projet devrait apporter de plus amples renseignements et compléter cette étude sur la
diversité moléculaire. Néanmoins, le nombre d’ADNc séquencés par sites avoisinant les
30000, ces résultats ne seront que parcellaires. Des méthodes de séquencage a tres haut débit
devront étre utilisées pour répondre a ce probleme. Ces données de séquengage pourront étre
utilisées pour rechercher de nouveaux membres de familles de genes connues participant a la
détoxication des métaux soit par une approche bioinformatique soit par une approche de
biologie moléculaire, par PCR a l'aide d’amorces spécifiques obtenues a partir de régions

conservées de géenes connus.

Une des étapes critiques était I'extraction des acides nucléiques, suivie d'une sélection des
ARNM eucaryotes en ciblant les queues polyA pour les purifier. Nos partenaires lyonnais du
projet ANR ont ainsi construit une banque d’ADN complémentaire par site étudié. Ces

banques furent utilisées pour analyser la diversité fonctionnelle exprimée dans ces conditions.

Le criblage de ces banques par complémentation fonctionnelle s’est avéré étre une méthode
efficace bien que tres colteuse en terme de temps et de moyens. Il serait trés intéressant de
pouvoir automatiser cette étape, ce qui permettrait un criblage plus efficace. Un des points
cruciaux a améliorer est le domaine de couverture de la banque lors du criblage. Couvrir une
seule fois la banque peut ne pas étre suffisant pour obtenir les réponses totales a nos
hypothéses quant a la diversité des meécanismes mis en ceuvre par les communautés

eucaryotes pour s’adapter aux pollutions métalliques. Néanmoins, les résultats obtenus
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valident la méthode de maniére tres satisfaisante. Cette derniere aura permis, au niveau des
meécanismes de tolérance au zinc et/ou au cadmium, la détection de nouvelles protéines
(Lehembre, 2009), ainsi que de nouvelles fonctions pour des protéines connues tels les

membres de la famille SKP1 ou de la famille BolA (chapitre 111).

Pour les 5 familles de protéines révélées par les études de complémentation fonctionnelle d’'un
mutant déficient dans la tolérance au zinc réalisées lors de cette these, les travaux devront
s’orienter maintenant vers la compréhension fine des mécanismes d’action qui restaurent la
tolérance au zinc chez le mutant. Celle-ci devra s’appuyer, entre autres, sur la localisation
sub-cellulaire de ces protéines grace a des fusions avec la GFP, sur des mesures des pools de
zinc dans les cellules ou dans les différents compartiments cellulaires, sur l'utilisation de
différents fonds génétiques, ou encore sur une étude des partenaires interagissant avec ces
protéines.

Pour la premiére fois, des banques environnementales d’ADNc des organismes
eucaryotes ont été construites a partir d’ARN extraits directement de sols.

Le criblage de ces banques environnementales en mutants de levure a été validé par
complémentation fonctionnelle de mutants de levurkes premiers genes
"environnementaux" conférant une résistance au Zn ont ainsi pu étre isolédD’une
maniere plus générale, cette stratégie devrait permettre, dans le futur, la détection puis

I'identification de nouveaux génes impliqués dans des fonctions d’intérét en biotechnologie.

Le second objectif de ce travail était d’étudier I’homéostasie et la tolérance au zinc chez

le champignon modeéle ectomycorhizien Laccaria bicolor

Dans cette partie, nous avons focalisé nos travaux de recherche sur quelques protéines des
familles CDF et ZIP. Ces deux familles sont, chez les eucaryotes, les acteurs majeurs du trafic
intracellulaire du zinc (Eide, 2006).

L’étude phylogénétique de ces deux familles nous a amené a considérer 4 sous-familles pour
chacune de ces deux familles. En ce qui concerne la famille CDF, nous nous sommes

intéressés a la sous-famille | (sous-famille Zn-CDF), dont font partie ScZRC1 et ScCOT1.
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Ces deux transporteurs @&acharomyces cerevisiadgcalisés au niveau de la membrane
vacuolaire, sont les principaux acteurs de la tolérance au zinc chez la levure. Cette tolérance
au zinc étant conférée par une séquestration importante de cet élément au niveau de la
vacuole. Les protéines CDF de bicolor LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC s’averent étre les
membres les plus proches des transporteurs ZRC1 et COT1. Notre étude s’est donc focalisée
sur la caractérisation fonctionnelle de ces trois génes.

Les protéines LbCdfA, LbCdfB et LbCdfC sont toutes trois localisées au niveau de la
membrane vacuolaire. Cette localisation commune est cohérente avec I'expansion du nombre
de genes que présente le champignon ectomycorHizibitolor (Martin et al., 2008). Une
redondance de fonction a pu étre notée pour différents membres d’'une méme famille.
Cependant cette multiplicité de genes peut s’expliquer par des spécificités (et/ou affinités)
différentes pour divers substrats métalliques. Ainsi LbCdfA est un transporteur de zinc et peut
étre de manganese, LbCdfB transporte le zinc, et dans une moindre mesure le cobalt et le
manganeése, tandis que LbCdfC transporte quant a lui le zinc et le cobalt. De plus, il est
important de noter que le niveau dexpression de LbCdfB est tres important dans la
mycorhize, suggérant éventuellement un événement de néo-fonctionnalisation pour LbCdfB.
Il serait tentant de lui attribuer un réle potentiel de protection au zinc pour les tissus de la

plante héte lors de I'association symbiotique.

En ce qui concerne la famille ZIP, nous avons focalisé notre étude sur les protéines de
Laccaria bicolor les plus proches de ScZRT1 et ScZRT2, les transporteurs de zinc de la
levure, situés sur la membrane plasmique, et responsables de I'influx de ce métal dans la
cellule (Zhao et Eide, 1996a et b). Nous avons pu mettre en évidence par une étude
phylogénétique que ces membres ZIP de la sous-famille | sont les homologues de LbZipA et
LbZipB, et dans une moindre mesure de LbZipC. LbZip A et LbZipB sont situés sur la
membrane plasmalemmique et pourraient présenter des affinités différentes pour le zinc.
LbZip D, dont la caractérisation (notamment les travaux sur sa fonction exacte) fera I'objet de
travaux futurs, est situé au niveau du réticulum endoplasmique. Aucun LbZip n’a été détecte,

pour le moment, sur la vacuole.

La figure 87 résume nos connaissances actuelles sur 'hnoméostasie et la tolérance au zinc chez
Laccaria bicolor Des travaux supplémentaires devront encore étre menés pour compléter et

vérifier ce modeéle proposé. En plus de poursuivre I'effort de caractérisation de ces génes, il
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faudrait envisager I'étude des sites d’accumulation du zinc en réalisant des expériences de
localisation de cet élément avec un marqueur fluorescent (zinquin) (Kimber et al., 2003) ou a
'aide de techniques de microscopies électroniques. Il sera également nécessaire d'étudier
I'affinité de ces transporteurs, par exemple via des marquages isotopiques. Il serait intéressant
de comprendre les mécanismes d’action des transporteurs, notamment leur implication dans la
baisse de tolérance observée lors des tests de complémentation fonctionnelle avec d’autres
mutants de levures (chapitre 1V.1.2.5.1.2). Un effort particulier devra étre réalisé dans I'étude
de la régulation des génes impliqués dans 'hnoméostasie et la tolérance au zlracchea

bicolor (étude des promoteurs des genes, recherche d’éventuels facteurs de transcription tel
ScZAP1 chez la levure, ...). Parallelement, des études concernant I'utilisation d’outils de
transformation dé&. bicolor, associés a des stratégies d’obtention de mutants (souches KO ou
lignées RNAI) (outils encore en phase de développement par des collegues de 'UMR)
devraient a moyen terme permettre une acquisition de connaissances fondamentales plus fines
au niveau de cette thématique. Enfin, une meilleure compréhension de ces mécanismes de
tolérance devrait permettre a terme d’élucider le réle exact des champignons mycorhiziens

guant au degré de protection conféré a la plante hote contre le stress métallique.
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Figure 87 : Modele proposé du trafic intracellulaire du zinc issu de I'activité des prot
CDF et ZIP chez.accaria bicolo. Les transporteurs de famille CDF sont représentés
vert et les transporteurs de la famille ZIP en bleu. Les localisations cellulaire
transporteurs étudiés lors de cette thése sont déduites d’aprés les résultats d
phylogéniques (en foncé) ou de caractérisatonctionnelle par fusion GFP (en clair)). L
mécanismes de régulation de ces genes sont de futurs axes de rechelont représentés
sur la figure en se référant a la régulation des géenes homologuSaccharomyces
cerevisiae
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Annexe | : Protéines utilisées lors de I'analyse phylogénétique de la famille CDF. Les séquences sont
issues des sites du J@&ttp://www.jgi.doe.gov), du Broad instiutehttp://www.broadinstitute.ory

de la base de données Candia#p(//www.candidagenome.ojgle la base de données Fusarium

(GenRE) http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/fusayidras séquences qui ont été corrigée
manuellement sont indiquées par une croix. Cette correction a été réalisée en se basant sur les données
de séquencage et I'homologie aux séquences de genes proches et déja caractérisés.

Organisme Groupe géne protéine ID Provenance | Correction ?
Saccharomyces cerevisiae Groupe | YMR243c ScZRC1 SGD
Groupe | YOR316¢c ScCOT1 SGD
Groupe | YDR205w ScMSC2 SGD
Groupe Il | YMR177w ScMMT1 SGD
Groupe Il | YPL224c ScMMT2 SGD
Groupe IV | YNRO39c ScZRG17 SGD
Candida glabrata Groupe | CAGLOKO07392g CAGLOK07392g| CandidaDB
Groupe | CAGLOF05401g CAGLOF05401g| CandidaDB
Groupe Il | CAGLOH08822g CAGL0OH08822g| CandidaDB
Groupe Il | CAGLOE06006g CAGLOEO06006g| CandidaDB
Groupe IV | CAGLOG07997g CAGL0G07997g] CandidaDB
Candida tropicalis Groupe | CTRG_01409.3 CTRG_01409.3| CandidaDB
Groupe | CTRG_01413.3 CTRG_01413.3| CandidaDB
Groupe | CTRG_03775.3 CTRG_03775.3| CandidaDB
Groupe Il | CTRG_00631.3 CTRG_00631.3| CandidaDB
Groupe Il | CTRG_04499.3 CTRG_04499.3| CandidaDB
Groupe IV | CTRG_02211.3 CTRG 02211.3] CandidaDB
Schizosaccharomyces pombe|Groupe | SPAC23C11_14 SPAC23C11 14 Sanger
Groupe | SPAC17D4_03c SPAC17D4_03d Sanger
Groupe 11l | SPCC1020_03 SPCC1020_03 | Sanger
Groupe IV | SPBC16E9 14c SPBCI16E9 14c|] Sanger
Aspergillus fumigatus Groupe | Afu2g14570 Afu2g14570 Sanger
Groupe | Afu7g06570 Afu7g06570 Sanger
Groupe | Afudg04150 Afudg04150 Sanger X
Groupe | Afu6g14170 Afu6g14170 Sanger
Groupe Il | Afulg14440 Afulg14440 Sanger
Groupe Il | Afu6g00440 Afu6g00440 Sanger
Groupe 11l | Afu5g09830 Afu5g09830 Sanger
Groupe IV | Afulg12090 Afulg12090 Sanger
Coccidioides immitis Groupe | CIMG_07581.3 CIMG_07581.3 | Broad Institutd
Groupe | CIMG_02809.3 CIMG_02809.3 | Broad Institutd
Groupe | CIMG_02875.3 CIMG_02875.3 | Broad Institutd
Groupe Il | CIMG_03183.3 CIMG_03183.3 | Broad Institutd
Groupe Il | CIMG_09079.3 CIMG_09079.3 | Broad Institutd
Groupe 11l | CIMG_04716.3 CIMG_04716.3 | Broad Institutd
Groupe IV | CIMG_09010.3 CIMG _09010.3 | Broad Institutd
Botrytis cinerea Groupe | BC1G_15674.1 BC1G_15674.1 | Broad Institut
Groupe | BC1G_12606.1 BC1G_12606.1 | Broad Institut
Groupe | BC1G_14239.1 BC1G_14239.1 | Broad Institut X
Groupe Il | BC1G_13811.1 BC1G_13811.1 | Broad Institut X
Groupe Il | BC1G_00092.1 BC1G_00092.1 | Broad Institut X
Groupe Il | BC1G_05581.1 BC1G_05581.1 | Broad Institut
Groupe 11l | BC1G_04719.1 BC1G_04719.1 | Broad Institut X
Groupe IV | BC1G_15719.1 BC1G_15719.1 | Broad Institut
Sclerotinia sclerotiorum Groupe | SS1G_06298.1 SS1G_06298.1 | Broad Institu
Groupe | SS1G_02998.1 SS1G_02998.1 | Broad Institu X
Groupe Il | SS1G_04677.1 SS1G_04677.1 | Broad Institu
Groupe Il | SS1G_01533.1 SS1G_01533.1 | Broad Institu
Groupe Il | SS1G_01056.1 SS1G_01056.1 | Broad Institu
Groupe Il | SS1G_07340.1 SS1G_07340.1 | Broad Institu
Groupe IV | SS1G_11558.1 SS1G_11558.1 | Broad Institu
Fusarium graminearum Groupe | FGSG_00947.3 FGSG_00947.3 | GenRE
Groupe | FGSG_09759.3 FGSG_09759.3 | GenRE
Groupe | FGSG_09632.3 FGSG_09632.3 | GenRE
Groupe Il | FGSG_01162.3 FGSG_01162.3 | GenRE
Groupe Il | FGSG_05723.3 FGSG_05723.3 | GenRE 204
Groupe Il | FGSG_01883.3 FGSG_01883.3 | GenRE
Groupe Il | FGSG_05506.3 FGSG_05506.3 | GenRE
Groupe IV | FGSG_07454.3 FGSG_07454.3 ] GenRE




QOrganisme Groupe géne protéine ID Provenance | Correction ?
Magnaporthe grisea Groupe | MGG_03634.6 MGG_03634.6 | Broad Institutd

Groupe | MGG_04161.6 MGG_04161.6 | Broad Institutd

Groupe | MGG_10493.6 MGG_10493.6 | Broad Institutd

Groupe Il | MGG_04407.6 MGG_04407.6 | Broad Institutd

Groupe Il | MGG_04623.6 MGG_04623.6 | Broad Institutg X

Groupe Il | MGG_04968.6 MGG_04968.6 | Broad Institutd

Groupe Il | MGG_07494.6 MGG_07494.6 | Broad Institutd

Groupe Il | MGG_06247.6 MGG_06247.6 | Broad Institutg

Groupe IV | MGG _11903.6 MGG 11903.6 | Broad Institutd
Neurospora crassa Groupe | NCUO03145.3 NCU03145.3 Broad Institute

Groupe | NCU07262.3 NCU07262.3 Broad Institutg

Groupe II | NCU09368.3 NCU09368.3 Broad Instituts

Groupe Il | NCU05157.3 NCU05157.3 Broad Institute

Groupe II | NCU04818.3 NCU04818.3 Broad Instituts

Groupe Il | NCU06699.3 NCU06699.3 Broad Institute

Groupe 11l | NCU07879.3 NCUO07879.3 Broad Institute

Groupe |V | NCU01254.3 NCU01254.3 Broad Institutq X
Cryphonectria parasitica Groupe | estExt_Genewise1Plus.C_41638 Crypal 915¢7 JGI

Groupe | estExt_Genewise1Plus.C_32500 Crypal 90619 JGI

Groupe | estExt_GenewiselPlus.C_30461 Crypal 89546 JGI

Groupe Il | estExt_fgeneshl_kg.C_10595 Crypal 100964 JGI X

Groupe Il | estExt_GenewiselPlus.C_60353 Crypal 92642 JGI

Groupe Il | e_gw1.3.1680.1 Crypal 40714 JGI

Groupe 1l | fgeneshl_pm.C_scaffold_1000525 Crypal 59288 JGI

Groupe IV | e gwl.1.2642.1 Crypal 33167 JGI X
Verticillium dahliae Groupe | VDAG_02402.1 VDAG_02402.1 | Broad Institutd

Groupe | VDAG_01059.1 VDAG_01059.1 | Broad Institutd

Groupe | VDAG_00609.1 VDAG_00609.1 | Broad Institutd

Groupe Il | VDAG_08801.1 VDAG_08801.1 | Broad Institutq

Groupe Il | VDAG_03403.1 VDAG_03403.1 | Broad Institutd

Groupe Il | VDAG_01593.1 VDAG_01593.1 | Broad Institutq

Groupe Il | VDAG_05814.1 VDAG_05814.1 | Broad Institutq

Groupe IV | VDAG 08317.1 VDAG 08317.1| Broad Institutd X
Stagonospora nodorum Groupe | SNOG_04675.1 SNOG_04675.1] JGI

Groupe | SNOG_02584.1 SNOG_02584.1| JGI

Groupe | SNOG_09657.1 SNOG_09657.1| JGI

Groupe Il | SNOG_09445.1 SNOG_09445.1| JGlI

Groupe Il | SNOG_09283.1 SNOG_09283.1| JGI

Groupe Il | SNOG_01554.1 SNOG_01554.1| JGI

Groupe Il | SNOG_02386.1 SNOG_02386.1| JGI

Groupe Il | SNOG_00278.1 SNOG_00278.1| JGI X

Groupe IV | SNOG_08002.1 SNOG_08002.1| JGI
Mycosphaerella graminocola |Groupe | estExt_GenewiselPlus.C_chr_51597 72682 JGI

Groupe | gwl.6.228.1 12884 JGI X

Groupe Il | estExt_GenewiselPlus.C_chr_21642 68771 JGI

Groupe Il | estExt_GenewiselPlus.C_chr_100464 76143 JGI

Groupe Il | e_gw1.8.222.1 46865 JGI X

Groupe Il | estExt_GenewiselPlus.C_chr_40991 71244 JGI

Groupe IV | e_gw1.3.1505.1 38036 JGI X
Ustilago maydis Groupe | UMO02906.1 UMO02906.1 JGI

Groupe | UMO06139.1 UMO06139.1 JGI

Groupe Il | UM03814.1 UMO03814.1 JGI

Groupe Il | UM05647.1 UMO05647.1 JGI

Groupe Il | UM00151.1 UMO00151.1 JGI

Groupe IV | UM06018.1 UMO06018.1 JGI
Coprinus cinereus Groupe | CC1G_00879.2 CC1G_00879.2 | JGI

Groupe | CC1G_06768.2 CC1G_06768.2 | JGI

Groupe | CC1G_14848.2 CC1G_14848.2 | Jal

Groupe Il | CC1G_00523.2 CC1G_00523.2 | JGlI

Groupe Il | CC1G_06839.2 CC1G_06839.2 | JGI

Groupe IV | CC1G_07549.2 CC1G_07549.2 | JGI
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QOrganisme Groupe géne protéine ID Provenance | Correction ?
Laccaria bicolor Groupe | eu2.Lbscf0038g00260 Lacbil 307944 | JGI X
Groupe | gww1.1.385.1 Lachil 144453 | JGI X
Groupe | eu2.Lbscf0002g03750 Lachil 305317 | JGI X
Groupe | estExt_GeneWisePlus_worm.C_229012 Lacbhil 191080  JGI X
Groupe Il | e_gww1.75.46.1 Lachil 256277 | JGI X
Groupe Il | e_gww1.9.136.1 Lachil 248983 | JGI X
Groupe Il | e_gww1.1.466.1 Lachil 242531 | JGI X
Groupe Il | e_gww1.2.941.1 Lachil 244654 | JGI X
Groupe Il | e_gwh1.10.327.1 Lachil 234505 | JGI X
Groupe 1V | eu2.Lbscf0010g03890 Lachil 296580 | JGI
Phanerochaete chrysosporiunpGroupe | e_gww2.11.228.1 Phchrl 134940 | JGI
Groupe | e_gwh2.12.153.1 Phchrl 124205 | JGI X
Groupe Il | e_gww2.13.213.1 Phchrl 135578 | JGI X
Groupe Il | e_gww2.15.88.1 Phchrl 140863 | JGI
Groupe IV | fgeneshl pg.C scaffold 5000376 Phphrl 3814 JGI X
Postia placenta Groupe | estExt_fgenesh3_pg.C_560081 Pospll 127347  JGI
Groupe | estExt_Genewisel.C_1110007 Pospll 1224f0  JGI X
Groupe | estExt_fgenesh3_pg.C_40034 Pospll 129662  JGI
Groupe Il | fgenesh3_pg.8__ 68 Pospll 91066 JGI X
Groupe Il | fgenesh3_pg.302__9 Pospll 97678 JGI X
Groupe |l | estExt_fgenesh3_pg.C_1950012 Pospll 130013  JGI
Groupe 1ll | e_gw1.195.7.1 Pospll 62037 JGI X
Groupe IV | estExt fgenesh3_pg.C_760036 Pospll 1268p8  JGI
Heterobasidion annosum Groupe | estExt_GenewiselPlus.C_11375 Hetanl 59331 JGI
Groupe | fgenesh2_pm.C_scaffold_6000198 Hetanl 124489 JGI X
Groupe Il | fgenesh2_pm.C_scaffold_1000163 Hetanl 121342 JGI X
Groupe |l | fgenesh2 pm.C_scaffold 3000183 Hetanl 122980 JGI
Cryptococcus neoformans Groupe | CNAG_02806.2 CNAG_02806.2| Broad Institutg
Groupe | CNAG_05394.2 CNAG_05394.2| Broad Institutg
Groupe Il | CNAG_06317.2 CNAG_06317.2| Broad Institutg
Groupe Il | CNAG_04338.2 CNAG_04338.2| Broad Institutg
Groupe Il | CNAG_04337.2 CNAG_04337.2| Broad Institutg
Groupe Il | CNAG_00727.2 CNAG_00727.2| Broad Institut
Groupe IV | CNAG 00837.2 CNAG 00837.2] Broad Institutg
Puccinia graminis Groupe | PGTG_14264.2 PGTG_14264.2| JGI X
Groupe Il | PGTG_19278.2 PGTG_19278.2| JGI
Groupe Il | PGTG_06375.2 PGTG_06375.2| JGI
Groupe Il | PGTG_19987.2 PGTG_19987.2| JGI
Groupe Il | PGTG_08410.2 PGTG_08410.2| JGI
Groupe IV | PGTG_17584.2 PGTG_17584.2] JGI
Sporobolomyces roseus Groupe | e _gwl.2.471.1 Sporol 10312 JGI X
Groupe | estExt_Genewisel.C_50673 Sporol 1848b JGI X
Groupe Il | fgeneshl_pg.C_scaffold_7000329 Sporol 284214 JGI X
Groupe Il | e_gwl.1.636.1 Sporol 8916 JGI
Groupe 1l | fgeneshl_pg.C_scaffold_5000527 Sporol 27638 JGI X
Groupe IV | fgeneshl pg.C scaffold 4000396 Sporol 26917 JGI
Rhizopus oryzae Groupe | RO3G_09126.3 RO3G_09126.3 | Broad Institutg
Groupe | RO3G_14431.3 RO3G_14431.3 | Broad Institutg X
Groupe | RO3G_08509.3 RO3G_08509.3 | Broad Institutg
Groupe | RO3G_11795.3 RO3G_11795.3 | Broad Institutg X
Groupe | RO3G_02565.3 RO3G_02565.3 | Broad Institutg
Groupe Il | RO3G_02153.3 RO3G_02153.3 | Broad Institutg X
Groupe Il | RO3G_02629.3 RO3G_02629.3 | Broad Institutg
Groupe 11l | RO3G_09636.3 RO3G_09636.3 | Broad Institutg
Groupe IV | RO3G 14888.3 RO3G 14888.3 | Broad Institutg
Batrachochytrium dendrobatid|Sroupe | e _gwl.3.220.1 Batde5 9908 JGI
Groupe | gwl1.1.945.1 Batde5 4771 JGI
Groupe Il | e_gw1.1.600.1 Batde5 8761 JGI X
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Annexe Il : Protéines utilisées lors de I'analyse phylogénétique de la famille ZIP. Les séquences sont
issues des sites du J@&ttp://www.jgi.doe.gov), du Broad instiutehttp://www.broadinstitute.ordy

de la base de données Candia#p(//www.candidagenome.ojgle la base de données Fusarium
(GenRE) http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/fusayium

Organisme Groupe géne protéine ID brovenance
Saccharomyces cerevisiae |Groupe | YGL255W ScZRT1 SGD
Groupe | YLR130C ScZRT2 SGD
Groupe Il | YKL175W ScZRT3 SGD
Groupe Il | YOR079C SCcATX2 SGD
Groupe Il | YILO23C ScYKE4 SGD
Aspergillus fumigatus Groupe | Afulg01550 Afu-A Sanger
Groupe | Afu2g03860 Afu-B Sanger
Groupe | Afu6g00470 Afu-C Sanger
Groupe | Afudg09560 Afu-D Sanger
Groupe Il | Afu2g01460 Afu-E Sanger
Groupe Il | Afu8g04010 Afu-F Sanger
Groupe Il | Afu2g08740 Afu-G Sanger
Groupe Il | Afu2g12050 Afu-H Sanger
Aspergillus nidulans Groupe | AN1833.2 An-A Sanger
Groupe | AN1410.2 An-B Sanger
Groupe | AN3772.2 An-C Sanger
Groupe Il | AN3799.2 An-D Sanger
Groupe Il | AN6122.2 An-E Sanger
Groupe Il | AN6216.2 An-F Sanger
Groupe Il | AN7673.2 An-G Sanger
Groupe | AN8337.2 An-H Sanger
Botrytis cinerea Groupe | BC1G_09440.1 Bc-A Broad Institute
Groupe | BC1G_01610.1 Bc-B Broad Institute
Groupe | BC1G_08887.1 Bc-C Broad Institute
Groupe Il | BC1G_16199.1 Bc-D Broad Institute
Groupe Il | BC1G_16199.1 Bc-E Broad Institute
Groupe Il | BC1G_10415.1 Bc-F Broad Institute
Groupe | BC1G_02167.1 Bc-G Broad Institute
Groupe | BC1G 10118.1 Bc-H Broad Institute
Sclerotinia sclerotiorum Groupe Il | SS1G_13762.1 Ss-A Broad Institute
Groupe Il | SS1G_13572.1 Ss-B Broad Institute
Groupe | SS1G_08529.1 Ss-C Broad Institute
Groupe | SS1G_05825.1 Ss-D Broad Institute
Groupe | SS1G_00860.1 Ss-E Broad Institute
Groupe Il | SS1G_09628.1 Ss-F Broad Institute
Groupe | SS1G_05582.1 Ss-G Broad Institute
Fusarium graminearum Groupe | FG02248.1 Fg-A GenRE
Groupe | FG02589.1 Fg-B GenRE
Groupe | FG00768.1 Fg-C GenRE
Groupe | FG06331.1 Fg-D GenRE
Groupe | FG03987.1 Fg-E GenRE
Groupe | FG05293.1 Fg-F GenRE
Groupe Il | FG05456.1 Fg-G GenRE
Groupe Il | FG06685.1 Fg-H GenRE
Groupe | FG09303.1 Fg-1 GenRE
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Organisme Groupe géne protéine 1D brovenance
Magnaporthe grisea Groupe | MG01862.4 Mg-A Broad Institute
Groupe | MG04967.4 Mg-B Broad Institute
Groupe | MG06374.4 Mg-C Broad Institute
Groupe Il | MG05056.4 Mg-D Broad Institute
Groupe Il | MG05905.4 Mg-E Broad Institute
Groupe Il | MG06060.4 Mg-F Broad Institute
Groupe Il | MG10867.4 Mg-G Broad Institute
Neurospora crassa Groupe | NCU04819.2 Nc-A Broad Institute
Groupe Il | NCU04818.2 Nc-B Broad Institute
Groupe | NCU07621.2 Nc-C Broad Institute
Groupe | NCU07651.2 Nc-D Broad Institute
Groupe | NCU09655.2 Nc-E Broad Institute
Groupe | NCU02879.2 Nc-F Broad Institute
Groupe Il | NCU06473.2 Nc-G Broad Institute
Stagonospora nodorum Groupe | SNU13740.1 Sn-A JGI
Groupe Il | SNU13864.1 Sn-B JGI
Groupe Il | SNU10808.1 Sn-C JGI
Groupe | SNU00841.1 Sn-D JGI
Groupe | SNUO00809.1 Sn-E JGI
Groupe | SNUO01555.1 Sn-F JGI
Groupe | SNU04766.1 Sn-G JGI
Groupe | SNU02995.1 Sn-H JGI
Ustilago maydis Groupe | UMO00096.1 Um-A JGI
Groupe | UMO03110.1 Uum-B JGI
Groupe Il | UM04096.1 Um-C JGI
Coprinus cinereus Groupe Il | CC1G_11161TO CC-A JGI
Groupe | CC1G_08989T0 CC-B JGI
Groupe | CC1G_15793T0 CC-C JGI
Laccaria bicolor Groupe | LacBil : 180140 LbZipA JGI
Groupe | Lacbil : 305445 LbZipB JGI
Groupe | LacBil : 309863 LbZipC JGI
Groupe Il | LacBil : 189929 LbZipD JGI
Groupe Il | LacBil : 309134 LbZipE JGI
Phanerochaete chrysosporij@noupe | gwh2.3.392.1 Pc-A JGI
Groupe | Phchr1:129030 Pc-B JGI
Groupe | Phchr1:127853 Pc-C JGI
Groupe | Phchr1:6051 Pc-D JGI
Groupe Il | Phchrl:5191 Pc-E JGI
Groupe Il | Phchr1:140218 Pc-F JGI
Rhizopus oryzae Groupe | RO3G_09126.3 Ro-A Broad Institute
Groupe | RO3G_14431.3 Ro-B Broad Institute
Groupe | RO3G_08509.3 Ro-C Broad Institute
Groupe Il | RO3G_11795.3 Ro-D Broad Institute
Groupe Il | RO3G_02565.3 Ro-E Broad Institute
Groupe | RO3G_02153.3 Ro-F Broad Institute
Groupe Il | RO3G_02629.3 Ro-G Broad Institute
Cryptococcus neoformans |Groupe | CNAG_02993T0 Cn-A Broad Institute
Groupe | CNAG_03398T0 Cn-B Broad Institute
Groupe | CNAG_00895T0 Cn-C Broad Institute
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Résumé

La pollution par les métaux lourds entraine des conséquences néfastes pour les sols et pour les
communautés qui les colonisent. Afin d'étudier la diversité des mécanismes moléculaires mis en jeu
par ces organismes en réponse au stress métallique, deux approches différentes ont été menées.

Premierement, une approche ciblée de caractérisation fonctionnelle de génes impliqués dans
’lhoméostasie et la tolérance au zinc a été menée thezaria bicolor un champignon
ectomycorhizien modele a forte valeur économique ajoutée. L’homéostasie et la tolérance au zinc sont
essentiellement liées a I'activité des transporteurs des familles ZIP (Zrt-, Irt- related Protein) et CDF
(Cation Diffusion Facilitator). Une étude phylogénétique a permis de mettre en évidence une
expansion du nombre de génes appartenant a ces deux familles dans le gédndmeohkbe comparé
a celui deS. cerevisiaeLe niveau d’expression de ces différents génes a ensuite été étudié dans
différents tissus fongiques ou en présence de différentes concentrations en zinc. L'étude s’est
poursuivie par la caractérisation fonctionnelle et la localisation subcellulaire de plusieurs membres
CDF et ZIP. L'ensemble de ces analyses ont permis d'affiner fortement les connaissances dans le
domaine de 'homéostasie et de la tolérance au zinc chez les champignons ectomycorhiziens.

Enfin, une approche expérimentale innovante de métatranscriptomique a également été
utilisée. Cette étude du métatranscriptome a permis la comparaison de fonctions exprimées au sein de
communautés de microorganismes eucaryotes colonisant des sols d’intérét (contaminé, anciennement
contaminé et non contaminé par des métaux lourds). Des banques environnementales d’ADNc
construites a partir des ARN messagers extraits directement de ces sols ont été criblées par
complémentation fonctionnelle de mutants de levures sensibles au zinc. Cette étude a permis
l'identification de nouveaux génes et de nouveaux mécanismes impliqués dans la résistance au zinc.
La mise au point de cette approche ouvre de nouvelles perspectives intéressantes au niveau de la
recherche fondamentale mais aussi de la recherche appliquée en permettant la détection de genes
d’intérét, que I'organisme soit cultivable ou non.

Mots-clés : diversité moléculaire, métatranscriptome, métaux lourds, homéostasie, Laccaria bicolor
tolérance au zinc.

Abstract

Heavy metal pollution leads to harmful impacts on lands and their associated communities. In
order to study the diversity of the molecular determinants involved in metal tolerance by these
organisms, two different strategies were employed.

First, the mechanisms involved in zinc homeostasis and tolerance were studied by functional
characterization of selected genesLaccaria bicolor an ectomycorrhizal model fungus with high
economic value. Zinc homeostasis and tolerance mechanisms are mainly achieve d through the
intracellular traffic of zinc mediated by transporters belonging to the ZIP (Zrt-, Irt- related Protein) and
CDF (Cation Diffusion Facilitator) families. Phylogenetic analyses revealed an expansion of both
CDF and ZIP gene numbers in the genomk. @icolor, when compared to that 8f cerevisiaeGene
expression was also studied in different fungal tissues or under different zinc concentrations in the
culture medium. Moreover, the functional characterization of several CDF and ZIP members was
performed, as well as their subcellular localization. These data allowed us to refine the knowledge on
the molecular mechanisms involved in both zinc homeostasis and tolerance in ectomycorrhizal fungi.

Finally, an innovative experimental approach of metatranscriptomics was used. The study of
the soil metatranscriptome from eukaryotes allows the comparison of functions expressed in
eukaryotic communities colonizing different types of soil (contaminated, formerly contaminated, or
non-contaminated by heavy metals). Environmental cDNA libraries constructed from mRNA
extracted directly from these soils were screened by functional complementation of yeast mutants
sensitive to zinc. This study allowed the identification of new genes and new mechanisms involved in
zinc resistance. The development of this approach opens new insights into both fundamental and
applied research for the detection of genes of interest, whatever the organism is cultivable or not.

Keywords: molecular diversity, metatranscriptome, heavy metal, homeostasis, Laccaria fzautor
tolerance.
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