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Henri Bergson, Le rire. Essai sur la signification du comique (1900)
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1.1. Contexte

Les questions environnementales s'imposent de maniere récurrente sur la scéne publigue,
occasionnant inquiétude, débats et recherches, notamment sur les thématiques des pluies
acides (Krug et Frink 1983), de la couche d'ozone (Smith et al. 1992), et, plus récemment,
depuis la prise de conscience des dangers que représente le changement climatique.
L'élévation de la température moyenne de la Terre, telle que prédite par les experts,
s'accompagnerait d'évenements extrémes (canicules, inondations, ouragans, etc.) plus
fréquents et plus intenses (Easterling et al. 2000). Ces évenements font peser sur les
écosystémes déja fragilisés par les activités humaines la menace d'importantes extinctions

o . . . N . o epe
d'espéces. La déforestation qui entraine le lessivage des sols, la désertification et
\ . . . e . \
I'accumulation de sels dus aux mauvaises pratiques d'irrigation, les pollutions de l'eau, de
I'air et des sols par les rejets industriels, agricoles et domestiques continuent de dégrader
I'environnement et de rendre les équilibres écologiques de plus en plus précaires. Faut-il en

conclure que des écosystémes sont appelés a disparaitre ?

De fait, les plantes ont toujours été soumises aux aléas environnementaux. Au fil de
I'évolution, elles ont développé des capacités d'adaptation et d'acclimatation importantes
(Schlichting 1986). Les arbres colonisent des milieux extrémement variés grace a une grande
plasticité phénotypique (Dickinson et al. 1991). Les contraintes abiotiques demeurent
toutefois des facteurs déterminants de la répartition des espéces sur Terre. La disponibilité
en eau est le principal critére pour l'installation et la survie des plantes, notamment dans les
écosystémes forestiers (Loustau et al. 2005). La sécheresse est la premiére cause de perte de
production végétale des plantes de grande culture ; la recherche de cultivars résistant a la
sécheresse serait une alternative a une irrigation qui s'avere économiguement et
écologiquement problématique (McTernan et Mize 1992; Siebe et Cifuentes 1995). Les
fortes températures estivales des régions tempérées constituent des éveénements extrémes,
significativement au-dela des températures optimales pour la physiologie des plantes
(Mahan et al. 1995). Ces températures sont appelées a se produire de plus en fréquemment,
en corrélation avec des changements atmosphériques qui modifieront tres probablement les

communautés végétales avec des effets imprévisibles sur les cycles de I'eau et du carbone.
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A ces perturbations hydriques et thermiques s'ajoute le probleme de la pollution causée
par des composés organiques ou métalliques a proximité des sites industriels et agricoles
(Nriagu 1990). Cette pollution se retrouve disséminée sur de grandes distances via un
transport sous forme d'aérosol, ou véhiculée par l'eau. Cette contamination a longue
distance est également une contamination a long terme, puisque la persistance des
éléments traces et de certains composés organiques entraine leur accumulation. Les
écosystémes forestiers ne sont donc pas épargnés par ce probleme, spécialement dans les

régions fortement anthropisées.

Les connaissances actuelles sur la mortalité des essences ligneuses face aux agressions de
leur environnement demeurent vagues ; il est encore malaisé de prévoir a partir de quel
niveau de stress un arbre dépérit, ou de savoir quels sont les arbres d'une population
donnée qui disparaitront les premiers (McDowell et al. 2008). La recherche sur les
mécanismes de la tolérance des plantes aux contraintes environnementales, qui n'a débuté
gue dans les années 1980 (Vincent et Zivy 2007), a mis en évidence, dans la plante qui subit
un stress, l'activation de voies de signalisation, I'expression de nombreux génes, et des
changements dans l'activité de nombreuses enzymes impliquées dans divers métabolismes.
Un quart des protéines végétales n‘ont pas de fonctions actuellement connues (proteins
with obscur feature), elles ne possédent pas de domaine ou de motif défini, et un travail de

transcriptomique et de protéomique est nécessaire pour établir leur role éventuel dans les

réponses de végétaux soumis a des contraintes environnementales (Luhua et al. 2008).

le
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1.2. Le peuplier

Le peuplier appartient a la famille des Salicacées qui est constituée de quelques trois
cents especes ligneuses pionnieres, capables de s'installer sur des milieux trés perturbés
(Karrenberg et al. 2002). Cette capacité est assurée par une importante production de
graines et une forte reproduction asexuée par multiplication végétative (Francis et al. 2005).
Les especes du genre Populus apparaissent a la fin de I'Eocene (-34 MA), leur aire de
répartition phytogéographique s'étend sur I'ensemble de I'hémisphére nord, sur plus de 80
millions d'hectares (FAO 2008). L'aire de répartition du peuplier semble conditionnée par la

durée du jour, la température et par la disponibilité en eau du sol (Tschaplinski et al. 1998).

L'intérét scientifique pour les peupliers a plusieurs causes. lls présentent une grande
variabilité d'écotypes et d'hybrides entre especes sympatriques. Leur génome, de petite
taille, est désormais séquencé (Tuskan et al. 2006). Le peuplier est devenu |'espéce modeéle
de la biologie moléculaire en foresterie (Taylor 2002; Plomion et al. 2006; Bogeat-Triboulot
et al. 2007), notamment pour |'étude des stress (Street et al. 2006; Caruso et al. 2008;
Renaut et al. 2008a; Kieffer et al. 2009b,; Escalante-Perez et al. 2009), et plusieurs lignées
transgéniques ont été produites (Lapierre et al. 1999). Il est par ailleurs sur la liste des
espéces potentiellement utilisables pour la phytoremédiation des sols et des eaux (Robinson

et al. 2000; Peuke et Rennenberg 2005).

L'intérét scientifigue et économique du peuplier réside également dans sa nature
d'essence ligneuse. Il est propice aux études portant sur la formation du bois et sur le
fonctionnement du cambium (Pilate et al. 2004; Morabito et al. 2006). L'activité cambiale est
directement responsable de la production de la majeure partie de la biomasse continentale
(Brunner et al. 2004). Le cambium est un tissu méristématique constitué d'une assise
cellulaire qui entoure le tronc de l'arbre. La division puis la différentiation de ces cellules
produit, vers l'intérieur de la tige des cellules de xyleme (futur bois), et vers I'extérieur des
cellules de phloéme chargées de la circulation de la seve élaborée. Il s'agit d'un tissu
dynamique ou les cellules sont en perpétuelle spécialisation ; il est donc difficile de délimiter
clairement le cambium et les tissus environnants. C'est pourquoi on parle généralement de
zone cambiale. Jusqu'a présent, la réponse de ce tissu aux contraintes environnementales

est peu étudiée
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1.3. Le stress : concept et définitions

1.3.1. Concept

Dans un environnement variable ou les stimuli et les agressions imprévisibles sont
des risques constants, le bon fonctionnement des organismes repose sur leur capacité a
s'adapter rapidement et efficacement afin de gérer une situation de stress. Dans un premier
temps, il nous faut préciser le sens dans lequel le mot stress sera entendu dans ce manuscrit.
Il s'agit d'un terme employé dans de si nombreux contextes qu'aucune définition précise et
consensuelle n'est disponible, et qu'il est aujourd'hui encore un concept élusif (Viner 1999;
Moberg 2000; Bijlsma et Loeschcke 2005; Qureshi et al. 2007). Des années 1970 a la fin des
années 80, on a débattu sur l'existence du stress végétal et son importance sur la structure
des végétations (Grime 1989; Grime 2001; Pierce et al. 2005). En 2000 Mathé insistait sur la
nécessité d'une définition physiologique et pathologique du stress, et en 2003 Korner jugeait
inadéquat son usage dans la littérature. En raison, notamment, des multiples disciplines
(physiologie, écologie, biologie évolutive, éthologie, médecine, etc.) et des différentes
échelles biologiques (population, organisme, cellule, molécule...) les stress rencontrés dans
la littérature scientifique correspondent a des réalités différentes.

Le mot se rencontre au début du XX°™ siécle dans le domaine de la psychologie et de la
physiologie, mais la premiere définition du concept a l'origine de I'acception courante est
donnée par Hans Selye (1936), pour qui le stress est «l'ensemble des réactions de
I'organisme (positives ou négatives) a une demande d'adaptation ». A cette définition de

stress, Selye associe le syndrome général d'adaptation et ses quatre phases (cf. encadré

page 14).

Malgré cette définition qui fait toujours référence, on rencontre dans la littérature des
acceptions imprécises de stress qui désigne selon les cas |'agent stressant, la réponse du
systéme biologique, ou I'état dudit systéme. On préférera ici circonscrire le stress aux
réactions physiologiques de I'organisme (Gaspar et al. 2002; Larcher 2003). Ce point de vue
présente l'avantage de tenir compte du fait que deux individus en présence d'un méme
agent stressant peuvent produire des réactions différentes et donc endurer des niveaux de

stress différents. Cependant, par commodité de langage, on parlera parfois de réponse de

le
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stress pour insister sur le processus physiologique, et d'intensité de stress pour qualifier

I'état de la plante soumise a un certain degré de contrainte.

A la définition doit s'ajouter le facteur de l'imprédictibilité de I'évenement (Buchanan
2000). Les espéces sont par exemple adaptées aux changements saisonniers ou
nycthéméraux qui ne constituent donc pas des agents stressants, méme si ces changements
peuvent s'accompagner de conditions défavorables, et accroitre la sensibilité des organismes

a des agents stressants.

En 1932, Walter Bradford Cannon propose le terme homéostasie pour désigner la capacité
d'un organisme a maintenir un état de stabilité relative entre les composants de son milieu
interne. Depuis Hippocrate (V-IVé siécle avant JC) les perturbations des équilibres internes
étaient considérées comme probables sources des maladies. Apres Cannon, I'homéostasie et
ses équilibres dynamiques deviennent une notion cruciale en physiologie. Les mécanismes
de maintien de cette homéostasie sont précisément ceux qui répondent aux conditions
stressantes. Gaspar et al. (2002) considerent le stress comme "une condition physiologique

modifiée par un facteur ayant tendance a altérer un équilibre".

Le stress, en tant que réponse, consiste en une flexibilité phénotypique qui tend a rétablir
I'état et le fonctionnement optimal du systéme biologique dans les conditions données : une
meilleure fitness (Lichtenthaler 1996). On considere généralement que la réponse possede
deux modalités que sont I'évitement et la tolérance. La tolérance consiste en une
coexistence avec l'agent stressant ; le systeme biologique maintient son fonctionnement
malgré la contrainte. L'évitement consiste a se soustraire a la contrainte ; le systeme
biologique isole son métabolisme de I'agent stressant, en luttant par exemple contre les
pertes d'eau, ou en diminuant son activité photosynthétique pour limiter le stress
photooxydant. La troisieme possibilité de réponse est la mort de I'organisme, qui intervient
lorsque l'intensité du stress dépasse ses capacités de réaction, quand le stress s'étend sur
une trop longue durée, ou quand les capacités de défense sont affaiblies et mettent
I'individu a la merci de pathogénes opportunistes. Toutefois, méme si la mort met en jeu des
phénomeénes complexes et régulés, il ne s'agit pas d'une réponse adaptée, mais d'un échec

des mécanismes de défense a I'échelle de I'individu.

Grime (2001) définit le stress (mais en parlant de l'agent stressant) comme étant une

« contrainte extérieure qui limite la production de matiére seche de tout ou partie du
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végétal ». Pour autant, il arrive qu'une condition environnementale altére le métabolisme, et
provoque des nécroses partielles sans affecter significativement la biomasse. D'autre part, la
diminution d'activité métabolique n'est pas obligatoirement le résultat d'une ressource
limitée, mais peut constituer une réponse adaptée (une plasticité) de |'organisme qui va
limiter les risques de dommage. Cela montre la limite d'une définition souvent admise qui
réduit le stress a une valeur non optimale de la fitness de I'organisme (Bijlsma et Loeschcke

2005).

Les végétaux sont des organismes sessiles ; les plantes ne prennent pas la fuite en cas de
danger, ne migrent pas, et les générations, elles-mémes, se succedent le plus souvent au
méme endroit. Les plantes sont donc entiérement soumises aux variations de leur
environnement, un environnement en perpétuel changement, résultat de variables
interdépendantes liées a des caractéristiques édaphiques, hydrographiques, astronomiques,
climatiques, etc. Dans les faits, les individus comme les populations sont rarement dans des
conditions optimales, et on pourrait vouloir en conclure qu'ils sont presque constamment en
situation de stress. Dans cette acception, le stress est un événement normal, quasi quotidien
dans la vie des plantes ; il ne constitue pas nécessairement un obstacle au fonctionnement
de l'organisme (Kozlowski 2002). A cela, Kérner (2003) répond qu'un environnement
'stressant' n'existe que pour les espéces qui n'y sont pas adaptées. D'une certaine maniere,
cela n'existe donc pas dans les conditions naturelles. Il montre qu'un environnement que
I'on considere comme 'limitant', les foréts tempérées alpines, sont en fait un milieu
comparable aux foréts tropicales humides pour peu que la comparaison se base sur la
biomasse produite par jour au cours de la saison de végétation. Kérner remet en cause le
lien souvent établi entre conditions suboptimales et stress (Larcher 2003; Pierce et al.
2005). Il suggére que le caractere suboptimal des parametres de I'environnement n'est pas

suffisant pour utiliser le mot stress qu'il faudrait réserver a des cas de 'limitation' extréme.

Hans Selye, aprés avoir donné la premiere définition du stress, a aussi formulé le
Syndrome Général d'Adaptation (General Adaptation Syndrome - GAS) qui décrit les phases
de la réponse du systeme biologique face a une menace (Selye 1951, Figure 1.2). La premiére

caractéristique du GAS est qu'il est non spécifique ; c'est une réponse stéréotypée propre a
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chaque systeme biologique, et que celui-ci manifestera a chaque agression : la signature de

['état de stress.

Initialement élaboré sur le modéele mammifére, le GAS s'avére concorder avec les
observations du monde végétal (Leshem et al. 1998a). L'ensemble du régne végétal
manifeste en effet la méme gamme de réponses a virtuellement toutes les situations de
forte demande environnementale (froid, chaleur, sécheresse, anoxie, salinité, pollution
métallique, pathogenes...). De fait, les stress englobent les mémes réponses dans tout le
vivant : 1) évitement de la limitation du métabolisme ; 2) protection du métabolisme
primaire contre des perturbations fonctionnelles et structurales ; et 3) réparation ou
élimination des molécules endommagées (Pierce et al. 2005). Les nombreuses similarités des
réponses de la plante malgré la diversité des effets des multiples stress posent la question

des modes de perception et de signalisation.

Un stress résulte toujours de la combinaison de plusieurs contraintes environnementales ;
il s'agit d'un signal multifactoriel que le systeme biologique doit intégrer. Cette intégration
est responsable d'une grande diversité dans la réponse. On peut citer le cas de
I'accumulation de proline chez la plante Silene vulgaris soumise 3 un excés de Cd** qui ne
répond pas de maniere directe au stress métallique, mais a la perturbation des relations
hydriques induites par le Cd** ; en condition de forte humidité, une concentration toxique de
Cd*" ne provoque pas d'accumulation de proline (Schat et al. 1997). On a également montré
gue la réponse du peuplier a la sécheresse au niveau transcriptomique était dépendante du

moment de la journée ol les prélevements sont réalisés (Wilkins et al. 2009, in press).

Cette combinaison de facteurs a I'origine des stress conduit a des schémas de réponse qu'il
est encore difficile de résoudre. Par exemple, les espéces réactives de I'oxygene (Reactive
Oxygen Species : ROS) font partie des molécules impliquées dans toutes les réponses de
stress connues. Pour autant, les génes impliqués dans la réponse aux ROS sont stimulés
différemment selon le stress appliqué, en fonction de I'endroit ol les ROS sont produites et
stockées, mais aussi sans doute en relation avec les médiateurs de croissance végétaux (Apel
et Hirt 2004; Mittler et al. 2004). Les ROS sont au cceur de la question des liens entre les
différentes réponses. Il a été montré que le peroxyde d'hydrogéne confere une tolérance

croisée envers plusieurs stress abiotiques chez le mais (Gong et al. 2001). La fagon dont les

le

4

énéra

: Introduction g

Chapitre 1

—
O



signaux se conjuguent dans la cellule est encore assez mal appréhendée. Cela nécessite de
ne plus seulement isoler les réponses, mais aussi de placer le systéme biologique dans des
conditions réalistes. Une plante n'aura pas la méme réponse face a une contrainte
thermique seule, ou bien accompagnée, ou précédée, d'un stress hydrique (Griffin et al.
2004). C'est pourquoi la combinaison des stress est désormais un angle nécessaire pour faire

émerger des réponses qui auront un vrai sens biologique (Mittler 2006b).

Malgré l'universalité d'un certain nombre de réactions, qui constituent le GAS et sont au
cceur de la réponse non-spécifique de stress, les systémes vivants ont aussi développé de
trés nombreux mécanismes de défense spécifiques pour répondre a des situations précises.
Au-dela du concept générique de stress, on est amené a s'intéresser a des contextes
réalistes et on parlera ainsi de stress thermique, de stress hydrique, etc. Pour comprendre
I'ajustement de la plante dans son milieu il devient important de distinguer dans sa réponse
de tolérance ce qui releve du stress générique et ce qui correspond a un axe de réponse plus
spécifique (Figure 1.1.). Les limites du GAS chez les végétaux, et la maniére dont les réponses
génériques participent a la mise en place des réponses spécifiques ne sont pas encore bien

établies. Le travail de cette these participera a I'éclaircissement de ces notions.

Agent stressant 1

Agent stressant 2 ‘

Agent stressant 3

Figure 1.1 Stress générique ou particulier. A partir de I’état d’équilibre initial, une série de réactions
biologiques interviennent dans tous les stress (zone blanche), mais il existe des processus qui se
produisent de facon spécifique (et colorée) en réponse a une contrainte donnée.
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fin de la condition
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Dormmages Dommages chroniques
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» lenps
Figure 1.2. Syndrome Général d'Adaptation d'un systéeme biologique en situation de stress (d'apres Selye
1951 et Lichtenthaler 1998).

La phase d'alerte correspond a la premiére exposition aux conditions stressantes. Des

perturbations structurales et fonctionnelles se produisent, qui vont amoindrir les performances du
systeme biologique, y compris sa résistance. Si le stress n'est pas assez intense pour provoquer des
dommages irréversibles, la réponse métabolique débouche sur la deuxieme phase.

La phase de résistance commence avec |'activation des processus de réparation et de protection

qui mettent en jeu, notamment, la réorganisation des membranes, l'ajustement des taux
métaboliques et le protéome de stress. Le niveau de résistance atteint un maximum ; le systéme

biologique est accoutumé.

La phase d'épuisement intervient si le stress se prolonge ou atteint une intensité qui surpasse les

capacités des défenses mises en place. La résistance de la plante baisse, sa sensibilité aux attaques

augmente, les dommages vont se multiplier.

La phase de régénération a lieu si les conditions stressantes prennent fin avant le déclenchement

de la sénescence de I'organisme. Soustrait a la pression de |'agent stressant, le systeme biologique
établit un nouvel état d'équilibre de ses composants entre eux et avec I'environnement. Cet état
pourra étre similaire a |'état initial ou non. Comme on I'a vu, il est possible qu'il soit maintenant

amorcé.
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1.3.2. Définitions

Le r6le du stress est de rétablir un niveau de performance optimal du métabolisme ;
I'organisme développe une accoutumance aux conditions environnementales défavorables
(Shulaev et Oliver 2006). Le stress implique l'activation de processus inductibles, dont
beaucoup sont rencontrés chez tous les organismes. Le co(it métabolique des défenses
constitutives, qui pése sur la compétitivité de I'organisme, explique le succes évolutif des
réponses inductibles (Heil et Baldwin 2002; Cipollini et al. 2003). Toutefois la perception de
la demande environnementale, la signalisation cellulaire, les cascades d'activations qui
s'ensuivent et qui aboutiront a une réponse régulée de I'organisme prennent du temps ; la

réponse ne peut pas étre immédiate. L'organisme est donc momentanément vulnérable.

Quand la demande environnementale cesse (disparition de I'agent stressant), I'organisme
revient a I'état qui était le sien avant le stress, a ses équilibres et performances "normales".
Cependant un épisode de stress peut laisser des traces dans l'organisme et entrainer un
amorgage’ des défenses qui aboutit 3 une meilleure réactivité de la plante et lui confére une
tolérance acquise. Evolutivement, ce mécanisme constitue probablement une compensation

au délai d'activation des défenses inductibles.

Les mécanismes de |'amorcage ne sont pas encore bien expliqués. On a suggéré la
production ou la modification post-traductionnelle de protéines qui demeurent inactives
jusqu'a un prochain épisode stressant. Une autre hypothese propose l'accumulation de
facteurs de transcription préts a cibler massivement les génes de réponse dés la perception
du prochain stress (Conrath et al. 2006). Cette "mise en mémoire" du stress peut étre
d'ordre épigénétique et se transmettre aux générations ultérieures (Madlung et Comai 2004;
Molinier et al. 2006; Bruce et al. 2007). L'amorgage peut également étre initié par les
composés organiques volatils et ainsi résulter d'une communication entre plantes (Baldwin
et al. 2006; Beckers et Conrath 2007). L'amorgage renforce les avantages que présentent les
défenses inductibles en terme de co(t métabolique et de fitness (van Hulten et al. 2006).

Les réponses aux différents agents stressants mettent en jeu des fonctions communes
assurées par des molécules qui peuvent étre différentes mais appartiennent aux mémes

familles, comme les molécules chaperones (Wang et al. 2004a) ou les composés

! "Priming". Le mot est davantage utilisé dans le cadre des stress biotiques, mais s'applique aussi aux
contraintes aiotiques (Conrath et al. 2006; Goellner et Conrath 2008).
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antioxydants (Mittler 2002). On a par exemple mis en évidence des protéines impliquées
dans un stress di a une élévation de la température ou a une diminution de température, ou
bien encore aux deux conditions (Sung et al. 2003). Le phénomeéne de tolérance croisée
provient de génes assurant une fonction de défense envers plusieurs types de contraintes
(Neumann et al. 1994; Arora et al. 1998; Knight et Knight 2001; Wang et al. 2003; Bhargava
et al. 2005; Uenishi et al. 2006; Fujita et al. 2006). Il semble exister une protection croisée
entre la plupart des stress abiotiques (Rhodes et Nadolska-Orczyk 2001). En vertu de la base
commune des réponses de stress, la tolérance acquise peut également étre une tolérance
croisée. Par exemple un stress thermique induit par quelques heures a 42°C améliore Ila
résistance du mais envers le froid, la sécheresse et la salinité (Gong et al. 2001), tout comme
I'exposition a un déficit hydrique renforce la thermostabilité du photosystéme Il de l'orge

(Oukarroum et al. 2009).

Comme de nombreux concepts le stress pose le probléme d'une définition qui varie
considérablement en fonction de la maniere dont on l'approche. Il n'existe pas encore de
définition ultime et satisfaisante, et il convient donc de délimiter le sens a lui donner avant
de I'employer. Tout au long de ce manuscrit, et compte tenu de la réflexion ci-avant, nous

considérerons la définition suivante :

Le stress est I'état physiologique modifié
ou le changement d'état physiologique
d'un systeme biologique en réponse a une
demande environnementale.
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1.4. Problématique et objectifs

Dans un contexte ol semble s'annoncer une crise environnementale, il est important
de mieux comprendre les procédés par lesquels les organismes s'ajustent a un milieu en
changement. Les plantes, premiers éléments des chaines trophiques sont en premiére ligne
sur ce questionnement. Le stress végétal, résultat des contraintes de I'environnement,
possede des aspects génériques et d'autres spécifiques qu'il faut délimiter et caractériser
afin de comprendre les raisons de I'échec ou du succes des plantes dans leur réponse aux
demandes environnementales. Il est nécessaire d'identifier les molécules qui permettent
une réponse régulée et efficace chez les espéces herbacées, les plus étudiées, mais aussi

chez les espéeces ligneuses qui ont un intérét écologique et économique considérable.

La longévité des arbres implique que, immobilisés sur leur substrat, ils soient capables de
supporter une large gamme de conditions défavorables, comme |'accumulation de polluants
dans l'air, I'eau et le sol, les épisodes caniculaires, I'augmentation de la température globale
de 1,4 a 5,8 °C prévue dans les cinquante prochaines années, ou lI'augmentation de la teneur
atmosphérigue en CO, (Houghton et al. 2001). En Europe, les changements de température
et de niveau de CO,, en favorisant les réactions métaboliques, provoquent un allongement
de 10 a 15 jours de la saison de végétation chez les arbres. La surproduction de biomasse qui
en résulte s'accompagne d'une demande accrue en eau et nutriments. A long terme, les
réserves d'eau et la composition minérale du sol en seront modifiées. Dans l'avenir, les
carences en eau estivales auxquelles sont soumises les plantes risque de s'aggraver ; elles
devront résister a la combinaison de ces conditions nouvelles.

Jusqu'a présent les études du stress végétal chez l'arbre se sont essentiellement
focalisées sur les tissus foliaires et racinaires, I'un étant responsable de la photosynthése qui
nourrit I'organisme, l'autre de son approvisionnement. La réponse du cambium lors de
contraintes environnementales, en revanche, reste mal connue et, en regard de son
importance, notamment sur la fixation du carbone dans le bois, réclame une attention
particuliére.

Dans la nature, une contrainte abiotique se présente rarement de maniére isolée ; elles
sont le plus souvent combinées (Griffin et al. 2004), une forte chaleur avec une carence en

eau et un exces de radiations (UV en particulier) par exemple, ou bien une acidification du
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sol causée par une sécheresse qui rend disponibles les métaux lourds du sol (Adkinson et al.
2008).

L'étude de la réponse de l'arbre a des contraintes combinées présente donc un réel
intérét. Les stress hydriques, thermiques, métalliques, salins sont souvent interconnectés et
produisent des dommages cellulaires comparables. lls sont systématiquement accompagnés
d’un stress oxydant (Borsani et al. 2001; Larkindale et Knight 2002a; Sharma et Dubey 2005;
Singh et al. 2006) qui provoque des dénaturations protéiques (Smirnoff 1998). Ainsi, ces
différents stress activent des voies de signalisation et des réponses cellulaires similaires et
parfois communes (Wang et al. 2003). Nous chercherons a déterminer quels sont les acteurs
de la tolérance ou de la sensibilité de la plante vis-a-vis de différentes contraintes afin de

dégager les points communs et les spécificités de chaque stress.

L'objectif de ce travail est de dresser une carte des changements protéomiques dans la
feuille et dans la zone cambiale en réponse a des contraintes environnementales de natures
variées : un excés de métaux lourds, une température élevée, un arrét d'arrosage. La
réponse physiologique de la plante sera analysée de maniére a caractériser, et, dans une
certaine mesure, de quantifier un état de stress réversible dans lequel les changements
observés pourront étre associés a une tolérance de la plante. Il sera alors possible de
comparer la réponse protéomique des deux tissus considérés sous chaque contrainte et
d'établir quelle part de cette réponse appartient au registre général du stress de chacun de

ses tissus ou au contraire n'intervient qu'en réponse a une contrainte spécifique.
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2.1. Introduction

« Rien n'est poison. Tout est poison. C'est la dose qui fait le poison. »
Paracelse

Le mot 'pollution' est parfois mal employé. Quand le futur président américain Ronald
Reagan déclare en 1981 « Les arbres causent davantage de pollution que les automobiles®. » il
commet au moins une erreur. En effet le terme pollution implique toujours une cause humaine a
différentier d'une possible altération de la qualité de I'environnement due a des facteurs naturels
(volcanisme, climat, érosion...). La distinction est surtout pertinente lorsque ces deux origines
peuvent aboutir au méme résultat, comme c'est le cas pour les concentrations élevées en métaux
lourds dans le sol. La définition de Holdgate (1979) réserve I'utilisation du terme pollution a tout effet
de I'homme sur I'environnement conduisant a un phénomene de toxicité ou de perturbation pour
I'écosystéme. Le rapport N°42 de |I'Académie des Sciences confirme cet usage (Bourrelier et Berthelin

1998). En I'absence de toxicité, on utilisera le terme plus général de 'contamination'.

Les activités humaines produisent de nombreux polluants, organiques ou minéraux, souvent
libérés dans le sol, I'atmosphére ou les cours d'eau. Les métaux lourds représentent une part
considérable de cette pollution, et ils sont relativement mobiles dans le sol (Pichtel et al. 1997), ainsi
le littoral regoit environ 20 % de la pollution toxique industrielle (source IFREMER 2005). Le Rhéne,

par exemple, déverse dans la mer 4 a 6 t/an de mercure et de cadmium (source IFREMER 2005).

Il est utile de distinguer au départ la notion de toxicité de celle de métaux lourds, puisque certains
d'entre eux sont des oligo-éléments indispensables a la vie (cf. Principe de Paracelse). Les métaux
lourds sont généralement définis comme des éléments aux qualités métalliques (malléabilité,

possibilité d'alliage) dont la densité est supérieure a 5 g.cm™ (Jarup 2003).

Les premiéres traces de contaminations métalliques remontent a la domestication du feu (Nriagu
1996), mais les révolutions industrielles, dans diverses régions du monde, ainsi que les activités
militaires, ont récemment accru de maniére drastique cette pollution. Les principales sources sont
liées aux combustions industrielles et domestiques, et a certaines pratiques culturales (épandage de
boues, pesticides, engrais...) (Garbisu et Alkorta 2003; Halim et al. 2003). On estime, par exemple,
que 16% du territoire de I'Union Européenne, soit 52 millions d'hectares, est touché par une
dégradation plus ou moins conséquente du sol causée par les métaux lourds (Peuke et Rennenberg

2005).

1 . .
"Trees cause more pollution than automobiles do."
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Les métaux lourds sont dispersés dans la biosphere principalement sous forme de particules via
I'atmosphére (Komarnicki 2005). Lessivés par les pluies, on retrouve ces polluants dans les sols et les
cours d'eau. La pollution par le cadmium, en particulier, a une origine atmosphérique pour 33 a 72%
(Yaaqub et al. 1991), provenant de combustions domestiques ou industrielles. Son transport se fait a
grande échelle. L'émission atmosphérique de cadmium en France est de 15 tonnes par an, celle du
zinc dépasse 1500 tonnes (Source CITEPA - traitement OPECST). En Europe, entre I'an 1800 et I'an
2000 les teneurs atmosphériques en Zn et Cd ont été multipliées respectivement par 30 et 15, méme
si un déclin s'est amorcé aprées les années 1970 (Van de Velde et al. 2000). Au niveau foliaire, les
plantes sont capables d'incorporer le cadmium aérosol sous forme de particules (Harrison et

Chirgawi 1989).

En 1988 on estimait que la toxicité des rejets métalliques dépassait celle de tous les rejets
organiques et radioactifs additionnés (Nriagu et Pacyna 1988). Depuis, la prise de conscience de ce
probléme a conduit a un effort de recyclage, qui permet de limiter les rejets. La contamination est
toutefois d'ores et déja planétaire, puisque des traces de métaux (Cd en particulier) se retrouvent
dans les organes de mammiféres de I'Arctique canadien (Gamberg et al. 2005). De plus, les métaux
ne sont pas dégradables comme le sont certains polluants organiques, et de ce fait persistent

indéfiniment dans I'environnement (Alloway et Jackson 1991).

Certains métaux lourds (le mercure et le cadmium par exemple) s'accumulent le long des chaines
alimentaires quand d'autres (comme le plomb), en se localisant dans le squelette, échappent en
partie a cette accumulation (Andrews et al. 1989). lls sont souvent plus toxiques pour les animaux
qu'ils ne le sont pour les plantes. Comme premier maillon de la chaine alimentaire, les plantes sont la
voie d'entrée de la majeure partie des métaux lourds dans les organismes (Satarug et al. 2003).
Certaines plantes ont méme acquis la capacité d'accumuler ces métaux démontrés toxiques pour les
autres espéeces dans des proportions telles que I'on parle d'espéces hyperaccumulatrices. En 1865,
Thlaspi caerulescens est la premiére espéce hyperaccumulatrice étudiée (Sachs 1865) bien que le
mot hyperaccumulation soit défini seulement en 1976 par Jaffré et al. Il est intéressant de noter que,

le plus souvent, cette hyperaccumulation est spécifique a un métal.

Dans I'organisme animal, les métaux lourds sont responsables de neurotoxicité, d'hépatotoxicité et
de néphrotoxicité (Stohs et Bagchi 1995; Pinot et al. 2000; Cui et al. 2005). On a estimé que 7% de la
population mondiale souffre de dysfonctionnements rénaux dus a une exposition au cadmium (Jarup
et al. 1998). La catastrophe de la baie de Minamata, qui a commencé en 1932 au Japon, illustre les
dangers d'une intoxication massive par le mercure. Les conséquences ne furent pour la plupart

visibles qu'une vingtaine d'années apres le début de |'exposition, avec l'apparition de maladies
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dégénératives (Parkinson, Alzheimer) et la naissance d'enfants lourdement handicapés. Cette
contamination par le mercure a causé directement ou indirectement la mort de plus de mille

personnes (Harada 1995).

La question des effets biologiques des métaux lourds sur les organismes revét donc une

importance considérable.

L'étude des effets des métaux sur les végétaux doit tenir compte de nombreux parametres,
édaphiques (pH, humidité, salinité, diversité microbiologique) qui vont altérer la mobilité et la
biodisponibilité des métaux, ou environnementaux (lumiére, eau en particulier) qui peuvent influer
sur le métabolisme de la plante et altérer ou masquer la réponse. Le transfert des métaux depuis les
racines vers les parties aériennes est différent selon les especes, ce qui aura un effet sur le niveau de
phytotoxicité. Les études en plein champ ou utilisant un sol prélevé en zone polluée nécessitent du
temps et des moyens importants, ce qui explique que de nombreuses études se font en conditions
hydroponiques, de facon a simplifier le modele. Le risque est alors que la réponse enregistrée soit
tres différente de ce qu'elle est en conditions réelles (Ross S. 1994; Dos Santos Utmazian et Wenzel
2007). Il devient en particulier impossible de mesurer I'éventuelle modification des exsudats
racinaires et leur effet sur la solubilisation ou la complexation des ions métalliques dans le sol. Il est
probable que le milieu hydroponique modifie la translocation des minéraux vers les parties
aériennes. De plus, dans la mesure oU les résultats en termes de tolérance et d'accumulation
peuvent étre spécifiques au sol, il devient difficile de les comparer. Les limites intrinseques des
modeles expérimentaux possibles imposent la prudence dans les conclusions que I'on peut tirer des
résultats obtenus. Enfin la réponse du végétal s'inscrit dans une cinétique complexe qu'il est difficile
d'élucider, la plupart des études ne s'étalant tout au plus que sur une quinzaine de jours (Sanita di

Toppi et Gabbrielli 1999).

L'étude de l'accumulation des métaux par les plantes ouvre la voie a des applications
biotechnologiques. La phytoremédiation, par exemple, permet d'envisager des méthodes de
décontamination des sols, de |'eau, et méme de l'air. La connaissance des mécanismes de tolérance
et de translocation devrait également permettre d'améliorer certaines espéces agricoles destinées a
la consommation humaine, de sorte qu'elles limitent I'entrée des métaux potentiellement toxiques
dans la chaine alimentaire, ou qu'elles permettent au contraire d'éviter des carences, comme celle
du zinc (Cakmak 2008).

Dans cette optique I'étude de la réponse des arbres a une contrainte métallique vise notamment a

produire un 'phytoremédiateur' avec une forte production de biomasse dans laquelle une grande

guantité de métaux pourraient étre stockés (Dhillon et al. 2009).
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2.2. Le zinc

2.2.1. Introduction

Le zinc fut tout d'abord exploité sous la forme de son minerai

carbonaté, la calamine, dont le nom latin est cadmia. La découverte de

I'élément zinc est généralement attribuée au suisse Paracelse en 1516 qui lui donne son nom, tandis
que l'obtention du métal pur revient a l'allemand Andreas Marggraf en 1746. Le nom provient de
I'allemand zinke, il signifie « pointe acérée » ou « dent », en raison des dendrites formées par le

refroidissement du métal dans un récipient de coulée.

Le Zn, de masse atomique 65,38 u, est un métal de transition. Contrairement a la plupart des 37
autres métaux de transition, il ne posséde qu'un état d'oxydation : Zn**. Le zinc est le 23°™ élément
le plus abondant sur Terre. La teneur en Zn du sol est généralement comprise entre 17 et 125
mg.kg'1 (Peer et al. 2005), avec une teneur moyenne de 64 mg.kg'1 (Emsley 2003). Il est le deuxieme
métal lourd le plus présent dans les organismes aprés le fer, et le seul qui interagisse avec les 6
classes d'enzymes (oxydoréductases, transférases, hydrolases, lysases, isomérases, ligases) (Broadley
et al. 2007). La teneur en Zinc du corps humain est de 33 mg.kg'h. Dans les plantes, cette teneur
varie selon les especes et les tissus ; la plus forte teneur se rencontre dans les fleurs (Kramer et

Clemens 2006). La limite basse est autour de 15-20 mg.kg'1 (Marschner 1995). La concentration en

zinc dans les cellules est globalement de 0,1 — 0,5 mM (Eide 2006).

2.2.2. Importance biologique

Le zinc est un élément essentiel pour les plantes (Sommer et Lipman 1926) comme pour les
animaux, dont I'homme (Jeejeebhoy 2007). Environ 10% des protéines humaines sont
potentiellement capables de lier le Zn** (Andreini et al. 2006), il est le cofacteur le plus fréquemment
rencontré dans les métalloprotéines (Hansch et Mendel 2009). Chez Arabidopsis, ce sont plus de
2300 protéines qui sont considérées comme étant reliées au Zn** (Broadley et al. 2007) et 4% des
protéines prédites contiennent un motif de liaison au zinc, le zinc zipper (Kawagashira et al. 2001).
On estime que 12 a 50% du Zn*" cellulaire est impliqué dans les mécanismes de transcription et de
traduction (Finney et O'Halloran 2003). Le "succés" du Zn** dans ses relations avec les biomolécules
résulte de ses propriétés chimiques particulieres. D'abord, le Zn est un acide de Lewis fort, il a donc

de fortes affinités pour les bases faibles (e.g. ligands sulphides), comme pour les bases fortes (ligands

! http://www.lenntech.com/Periodic-chart-elements/Zn-en.htm
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amino, carboxylate, hydroxyl, etc). Ensuite le zinc intervient dans les systemes biologiques sous une
unique forme d'oxydation : Zn®*, ce qui écarte tout risque de générer des radicaux libres. La
géomeétrie induite par I'ion Zn>* est plus souple que pour la plupart des autres métaux de transition ;
il est le seul a permettre une structure tétraédrique (par exemple dans les "doigts a zinc"). Enfin
I'échange de ligand du Zn*" est plus rapide que celle des autres métaux présentant des propriétés
proches (Ni, Cu, Co), méme si elle reste trés inférieure a celle du Ca** qui est I'ion de signalisation par
excellence (Frausto da Silva et Williams 2001). Considérant ses liens privilégiés avec I'ADN, certains
auteurs considerent que le Zn peut jouer le role de signal lent ou d'hormone (Frausto da Silva et
Williams 2001). Toutefois les motifs de liaison a I'ADN & doigt a zinc ne se rencontrent guére en

dehors des eukaryotes (Clarke et Berg 1998).

La carence humaine en Zn est tres répandue ; 20% des enfants des zones rurales chinoises y
seraient sujets (Ma et al. 2007). Dans le monde, on estime qu'un tiers de la population est soumis a
cette carence (Lazzerini 2007; Stein et al. 2007). Elle causerait la mort de 800 000 enfants chaque
année (Hambidge et Krebs 2007). Au niveau agronomique, la déficience en zinc touche la moitié des
cultures mondiales, avec un effet significatif sur la production (Hotz et Brown 2004; Broadley et al.
2007). Ainsi, dans les années 1990, la supplémentation en Zn de cultures en Australie, Inde et
Turquie a permis une augmentation des récoltes de 600% (Cakmak 2004). Bien que le manque de
zinc constitue un probléme majeur de santé humaine, spécialement dans les pays en développement
(Cakmak 2008), dans le méme temps les rejets anthropiques liés aux activités industrielles,
sidérurgiques et minieres, aux transports et aux pratiques culturales conduisent a de nombreuses
pollutions des sols, des eaux et de l'air par le zinc, avec des conséquences a grande échelle, en

particulier dans le cas de la pollution atmosphérique (Altaf 2007).

2.2.3. Homéostasie du zinc

En tant qu'élément indispensable au fonctionnement de nombreuses protéines, le Zn®* doit
étre présent partout dans la plante. Il doit donc étre transporté depuis le sol jusqu'aux cellules qui en
ont besoin. Il existe donc de nombreux transporteurs cellulaires du zinc qui participent a la tolérance
et a son accumulation (van der Zaal et al. 1999), dans différentes familles : notamment les ABC

transporteurs, ZIP, NRAMP, YSL, CDF et P,z-ATPase (Colangelo et Guerinot 2006).

En cas d'exces, le zinc, comme les autres ions métalliques, induit un stress de type oxydant (Chaoui
et al. 1997) et donc Il'activation des enzymes du cycle Halliwell-Asada liées notamment a I'ascorbate
et au glutathion et qui régulent le statut redox de la cellule (Foyer et Noctor 2005; Halliwell 2006).
Une forte teneur de Zn dans le sol s'accompagne parfois d'une accumulation de cet ion dans la plante

(Deng et al. 2006), mais ce n'est pas toujours le cas (Wang et al. 2007). L'exceés de Zn dans le sol
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conduit a une réduction de la synthése de chlorophylle et une dégradation des chloroplastes, et a des
interférences qui limitent 'absorption d'éléments tels que P, Mg et Mn (Broadley et al. 2007). La
toxicité du Zn est tres liée au pH du sol (Chaney 1993). L'activation de phytochélatines accroit la
tolérance et I'accumulation du Zn chez A. thaliana (Tennstedt et al. 2009). Parmi les multiples pistes
de recherche pour expliquer la tolérance et I'accumulation du Zn, on peut citer les nicotinamine

synthases, fortement exprimées chez I'hyperaccumulateur A. halleri (Weber et al. 2004).
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2.3. Le cadmium

2.3.1. Introduction
Kadmeia (Cadmée en francais) est le nom de la

citadelle de Thebes (Grece), fondée par le roi légendaire

Cadmos. Pres de la ville était exploité un minerai de
carbonate de zinc, autrefois appelé calamine. En 1817 Friedrich Stromeyer isole ce qui était

considéré comme une impureté du zinc, et lui donne le nom de cadmium.

Le cadmium n'existe pas a |'état natif, et son principal minerai, CdS, reste rare et inexploité ; sa
production dépend de celle du zinc. La teneur en cadmium des minerais de zinc varie de 0,1 a 5%
(Adriano 1986). Le cadmium est relativement rare, classé 67°™ dans l'ordre d'abondance des
éléments. Sa teneur dans le sol est généralement comprise entre 0,06 et 1,1 mg.kg'1 (Peer et al.
2005) méme si certaines roches montrent des teneurs dépassant 15 mg.kg’l. Dans les cas extrémes,
on rencontre des teneurs allant jusqu'a 160 mg.kg'1 (IPCS 1992). A I'état naturel, la teneur en Cd de
I'eau de mer ne dépasse pas 0,1 pg.L™, celle des rivieres oscille entre 1 et 13,5 ng.L™". Dans les régions
exemptes d'activité humaine, I'air contient moins de 1 ng.m™ de Cd (IPCS 1992). En France, la valeur
limite de référence dans le sol est 2 mg.kg'1 (Baize 1997). Dans la solution du sol, le seuil de pollution

est estimé a 0,32 uM (Wagner 1993).

Certains sels de cadmium sont facilement solubles dans I'eau, ce qui est une des raisons de

sa toxicité (Pinto et al. 2004) et de sa dispersion dans I'environnement.

L'utilisation industrielle du cadmium commence a la fin du 19°™ siécle. Dés 1850 le cadmium sert 3

la confection de pigments de couleur jaune a écarlate, utilisés notamment par Van Gogh. La premiére
batterie nickel-cadmium est développée au début du 20°™ siécle. Aujourd'hui cette industrie
consomme annuellement plus de 9000 tonnes de Cd dans le monde occidental, et continue de se
développer. En 1998 la concentration de Cd dans le sol augmentait encore de 0,2% par an (Jarup et
al. 1998). A I'échelle mondiale, les émissions anthropogéniques de cadmium dans |'environnement
atteignaient 29 000 tonnes en 1997 (Sanita di Toppi et Gabbrielli 1999). En I'an 2000, 19 700 tonnes
de cadmium étaient extraites du sol (COWI 2003). Son utilisation était essentiellement dévolue a la
production de batteries (75%), et de pigments (12%). La méme année, les déchets contenant du

cadmium représentaient 2522 tonnes dans I'Union Européenne (Scoullos et al. 2001).

Le cadmium a des particularités chimiques proches du zinc ; comme lui, c'est un métal de transition

qui ne possede qu'un seul état d'oxydation. Mais en raison de sa relative rareté dans
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I'environnement, les organismes ne l'ont pas retenu pour assurer des fonctions biologiques,
s'associant préférentiellement, et parfois spécifiquement avec le zinc. Lane et Morel (2000) ont mis
en évidence l'existence chez une espece de diatomée (Thalassiosira weissflogii) d'une isoforme
d'anhydrase carbonique (AC) qui, en cas de carence de Zn**, compense I|'absence d'activité des
isoformes de AC spécifiques au Zn** en utilisant spécifiquement Cd** comme co-facteur. Cet exemple
demeure a ce jour l'unique exception a la regle qui fait du cadmium un métal sans réle biologique.

Dans tous les autres cas, le Cd est a priori un métal toxique non essentiel.

2.3.2. Toxicité

Le cadmium est considéré comme un modele pour les métaux toxiques, il est celui
qui provoque le plus de dommages a la croissance des plantes et a la santé humaine (Dong
et al. 2006). On a reporté un cas d'intoxication mortelle par ingestion volontaire de 5g
d'iodure de cadmium (Wisniewski-Knypl et al. 1971) bien que les cas d'intoxications aigués
soient le plus souvent dus a l'inhalation de fumée, avec 15-20% de mortalité sous 3 jours des
personnes développant une pneumonie chimique (Lauwerys et al. 2007). Dans le cas
d'ingestion de nourriture contaminée, on peut assister a une interférence avec le
métabolisme du calcium provoquant de I'ostéomalacie et de I'ostéoporose, comme ce fut le
cas pour la maladie de "Itai-Itai"! au Japon dans les années 1950 (Kasuya 2000; Inaba et al.
2005). De nombreux articles de revue ont traité de la toxicité du cadmium chez les végétaux
(Das et al. 1997; Benavides et al. 2005), les animaux (Burukoglu et Baycu 2008) ou I'homme
(Jarup et al. 1998; Cui et al. 2005). Il est considéré comme |'un des métaux les plus toxiques
pour les plantes vasculaires (Jones et al. 1993) sa toxicité étant de 2 a 20 fois supérieure a
celle des autres métaux lourds (Vassilev et al. 1998). Il est également classé 7°™ au
classement des 20 toxines les plus dangereuses par Yang et al (2004). L'implication du
cadmium dans le développement de cancers a été démontrée et I'Agence Internationale de
Recherche sur le Cancer I'a classé parmi les substances cancérigenes (Waalkes 2000;
Schwartz et Reis 2000; Waisberg et al. 2003). Le cadmium et ses dérivés sont considérés par
la communauté européenne comme des substances cancérigenes et génotoxiques (JOCE

2004).

! http://www.accessscience.com/studycenter.aspx?main=9&questionI|D=4978
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La toxicité du cadmium chez I'homme a pour cause essentielle la prise alimentaire de tissus
végétaux ayant accumulé le métal. L'intoxication via les nourritures carnées, I'eau ou l'air ne
contribue que minoritairement a l'accumulation de Cd dans les populations humaines
(Koren'kov et al. 2007). De ce point de vue, la mobilisation du Cd** depuis les racines vers les
parties aériennes (généralement celles que I'hnomme va consommer quand il s'agit d'espéces

agricoles) est un phénomeéne qui mérite une attention particuliére.
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2.4. Phytotoxicité des métaux

La composition minérale du sol est I'un des parametres environnementaux envers
lesquels les plantes sont capables d'ajustement. Cette composition minérale est sujette a
des modifications rapides, notamment dans les régions a forte activité humaine. La toxicité
des métaux lourds, méme essentiels, lorsqu'ils sont présents en excés, a été clairement

démontrée.

Chronologiquement, le premier effet sur les plantes d'une contamination du sol par des
métaux lourds est indirect ; elle cause une réduction de la population microbienne du sol, ce
gui a un impact sur la biodisponibilité des minéraux pour les plantes (McGrath et al. 1995;

Moreno et al. 1999).

Au cours de |'évolution, les organismes ont développé des fonctions biochimiques en
exploitant les propriétés d'éléments présents dans leur environnement. Le premier critére,
celui de la réactivité chimique des éléments, s'est nécessairement conjugué a celui de
I'abondance relative et de la disponibilité de ces éléments (Frausto da Silva et Williams
2001). Cela a pour conséquence l'actuelle spécificité entre certaines biomolécules et des
éléments dits 'essentiels'. En corollaire, des éléments présentant des caractéristiques
proches des éléments essentiels mais plus rares dans I'environnement sont susceptibles de
réagir avec les biomolécules et d'altérer leur fonctionnement. D'ou la toxicité d'éléments
comme l'arsenic qui appartient au méme groupe que le phosphore, le sélénium qui
appartient au groupe du soufre, ou le cadmium qui présente des similitudes avec le zinc

(Clemens 2006).

Le Cd* se déplace dans les cellules en utilisant les transporteurs dédiés au Zn** (Fujishiro
et al. 2009). Cd** et Zn®* sont connus pour étre compétiteurs : Zn** limite I'entrée et la
translocation du Cd** dans la plante (Hawf et Schmid 1967; Green et al. 2003), cd* peut
prendre la place de Zn** dans certains sites actifs, comme ceux de DNA-binding proteins
(Vallee et Auld 1990). Le cadmium peut aussi emprunter la voie du fer (Besson-Bard et al.
2009), du magnésium (Dalton et al. 2005), ou du calcium (Clemens et al. 1998; Misra et al.

2002), un comportement "d'autostoppeurs opportunistes".

Les métaux essentiels peuvent eux aussi représenter un danger lorsqu'ils sont présents en

exces (en concentration supra-optimale) du fait méme de leur réactivité, car en participant a
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la réaction de Fenton, la plupart d'entre eux sont a l'origine de radicaux hydroxyles toxiques

pour la cellule.

Les symptomes les plus récurrents de la toxicité des métaux lourds chez le peuplier sont
une diminution de croissance des racines et de la tige, et des chloroses et/ou nécroses des
feuilles (Castiglione et al. 2007). On note une inhibition de la photosynthése et de la
transpiration (Sandalio et al. 2001; Heckathorn et al. 2004), une perturbation des relations
eau-plante (Perfus-Barbeoch et al. 2002; Vitoria et al. 2003) et |'activation de mécanismes de
sénescence (Skorzynska-Polit et Baszyski 1997). En augmentant la perméabilité cellulaire des
racines, les métaux interferent avec I'absorption d'éléments majeurs. Ainsi le Cd interfere
avec l'absorption et le transport de plusieurs minéraux (Ca, Mg, K, P) ainsi que de I'eau (Das
et al. 1997). Il inhibe la Fe(lll) réductase des racines, ce qui peut provoquer une carence en
fer, et donc une chlorose (Haghiri 1974) avec pour conséquence une inhibition significative
de la photosynthese (Alcantara et al. 1994). L'absorption et le transport des nitrates sont
également affectés, via la sensibilité au Cd de I'activité de nitrate réductases (Hernandez et
al. 1996). Au niveau anatomique, le Cd provoque par exemple une modification de la

structure du mésophylle et du chloroplaste chez le pois (Sandalio et al. 2001).

La premiére cible du Cd est la membrane plasmique (Hall 2002), chez laquelle il induit une
modification de la composition en lipides (Meharg 1993; Hernandez et Cooke 1997) et une
peroxydation de ces lipides (Gallego et al. 1996). Chez A. thaliana, la tolérance au Cd a pu
étre améliorée en limitant les teneurs en peroxyde d'hydrogéne (Cho et Seo 2005), ce qui
confirme l'importance des systemes antioxydant dans la tolérance (Collin et al. 2008;
Dinakar et al. 2008). En se liant aux groupes disulfides, les métaux lourds conduisent a la
dénaturation de protéines (Patra et al. 2004), et peuvent prendre la place de métaux
essentiels dans les domaines catalytiques des enzymes, inhibant leur activité et provoquant
des symptomes de carence (Van Assche et Clijsters 1990). En s'accumulant dans les tissus
tout au long de la vie de I'organisme, les métaux lourds ont un effet cumulatif ; ils affectent
plus particulierement les caractéres tardifs, comme la reproduction (Macnair 2007). Tous les

métaux toxiques induisent un stress oxydant dans la plante (Ercal et al. 2001), voir figure 2.1.
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Cadmium & stress oxydant

Garnier et al. (2006) ont mis en évidence un mécanisme de toxicité par 3 vagues successives de
ROS (Reactive Oxygen Species) qui provoquent la mort de cultures cellulaires de tabac (figure 2.1).
C'est d'abord I'activation par Cd** d'une NADPH oxydase membranaire qui produit une forte
concentration de H,0, a I'extérieur de la cellule : premiere poussée oxydante que I'on soupconne de
faciliter I'entrée du métal dans la cellule. Dans ces travaux, la deuxieéme cible est la mitochondrie,
qui est en elle-méme une importante source de ROS. Le cadmium est suspecté de s'y lier au
cytochrome b, perturbant son fonctionnement et provoquant la production de radicaux superoxyde
: deuxiéme vague. La troisieme vague, provoquant la mort cellulaire, est une péroxydation des
membranes initiée par les radicaux, et éventuellement via une réaction de Fenton induite par des

. 2 . .
ions Fe“* sur lesquels I'action du cadmium n'est pas encore connue.

Internal
Ca*" pool

Cell death

Figure 2.1 : La phytotocicité de Cd®* expliquée par 3 poussées oxydantes (oxidative burst)
aboutissant a la mort cellulaire chez le tabac (Garnier et al. 2006).
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2.5. Tolérance aux métaux lourds

La tolérance aux métaux lourds est un "phénomene dans lequel la plante interagit
avec la concentration externe en métaux tout en régulant la concentration interne" (Macnair
2007). Les divers mécanismes de contréle sont 1) I'exsudation d'agents complexant dans le
sol, 2) la liaison des métaux aux parois cellulaires, 3) I'efflux actif des métaux depuis le
symplasme, 4) la limitation du transport des métaux dans les parties aériennes
(translocation), 5) la complexation a divers ligands dans le symplasme (phytochélatines,
acides organiques, acides aminés, ferritine, métallothionéines), puis le transport de ces
complexes dans la vacuole, 6) l'induction d'antioxydants enzymatiques ou non
enzymatiques, 7) la formation d'enzymes résistantes aux métaux qui limitent les dommages
(Hall 2002; McGrath et Zhao 2003; Benavides et al. 2005). Ces mécanismes de tolérance aux
métaux, dépendants de l'expression de genes de réponse au stress, peuvent s'activer
séparément ou concomitamment, via notamment la production d'acides aminés spécifiques
dans les racines et exsudats racinaires qui jouent potentiellement le réle de signal de stress

(Costa et al. 1997).

Le stress métallique implique une large gamme de réponses que |'on rencontre également
lors d'autres types de stress. On a rapporté l'induction par les métaux lourds de
Pathogenesis Related Proteins (PR proteins) (Didierjean et al. 1996; Kieffer et al. 2009b),
généralement associées aux stress biotiques ou a la réponse aux basses températures
(Moffatt et al. 2006; Renaut et al. 2008b). Les métallothionéines (MT) font également partie
de la gamme de réponse au stress métallique. Les MT sont fortement induites par des
teneurs toxiques en métaux lourds (Hassinen et al. 2009). Cependant les MT sont aussi
observées en réponse a des contraintes lumineuses, au froid, a la sécheresse, a une infection
virale ou lors de la sénescence (Kohler et al. 2004; Wisniewski et al. 2008; Berta et al. 2009).
Chez les mammiféres on a aussi mis en évidence leur role neuroprotecteur dans les maladies
dégénératives du cerveau (Penkowa 2006). Les MT d'Arabidopsis appartiennent a diverses
familles de genes, ce qui rend délicat l'interprétation de leur fonction exacte dans la
résistance (Zhou et Goldsbrough 1995; Kohler et al. 2004). D'une maniere identique, le stress

métallique affecte I'expression et I'activité d'enzymes de détoxification impliquées dans la
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majorité des stress étudiés. On notera toutefois que le caractere stimulant ou inhibant du

stress sur ces enzymes est loin d'étre consensuel dans la littérature (Tableau 2.1).

Les phytochélatines (PC) sont des polypeptides qui possédent une structure assez proche
des MT qui leur permet de se lier a plusieurs ions métalliques. Toutefois, si les MT sont
génétiquement encodées, les PC sont le résultat d'une polymérisation de glutathion réalisée
par une PC synthase (Cobbett et Goldsbrough 2002). Les PC présentent une forte spécificité
envers le stress métallique (Grill et al. 1985; Clemens 2006) méme si une étude tend a
montrer leur implication dans le stress initié par une exposition aux UV (Bhargava et al.
2005). On retrouve les PC dans toutes les especes végétales étudiées depuis les végétaux
supérieurs jusqu'aux algues (Callahan et al. 2006), a l'exception notable du saule Salix
viminalis (Landberg et Greger 2004) qui est pourtant capable d'accumuler dans ses feuilles
jusqu'a 500 mg.Cd kg™ (Cosio et al. 2006). Les phytochélatines jouent sans doute un rdle
transitoire dans la détoxification, puisque les complexes PC-métal disparaissent des tissus
racinaires quelques jours aprés l'exposition au métal, sans pour autant que les ions
métalliques soient libérés dans les tissus (Leopold et al. 1999). Dans le cas du cadmium, on a
montré que le complexe PC-métal migre vers la vacuole (Hu et al. 2001) dans laquelle il se
dissocie, le Cd** libre pouvant alors se lier aux acides organiques vacuolaires (Memon et al.
2001). La tolérance aux métaux est corrélée aux capacités d'exclusion et de

compartimentation de la plante (Hall 2002).
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Tableau 2.1. Multiplicité des effet du stress Cd sur les enzymes du cycle Ascorbate-Glutathion.

Enzyme Reference Metal treatment Response Species
Glutathione Reductase (GR)
(Pereira et al. 2002) 2mM Cd Increased activity Crotolaria juncea
(Yannarelli et al. 2007) 100 uM Cd Increased activity in roots, not in leaves Triticum aestivum
(Hsu et Kao 2007) 5mM CdCI2 Increased activity Oryza sativa
(Mishra et al. 2006) 5to 100 uM :jnac;se)ased activity (but decreased after 2 Bacopa monnieri
(Israr et al. 2005) 0-250uM Cd Increased activity for 0-50uM Cd, then oo\ o drummondi

(Chaoui et al. 1997)

(lannelli et al. 2002)
(Vitoria et al. 2001)

(Smeets et al. 2008)
(Sarvajeet et al. 2008)

(Kieffer et al. 2009b)

(Gallego et al. 1996)
(Aravind et Prasad 2005a)

(Schitzendubel et Polle 2002)

5uM Cd or 20 uM Zn

50uM CdSO4
0.25- 1mM Cd

1-10 uM Cd

100 mg Cd kg-1 soil
20uM Cd, up to 56
days

0.5mM Cd

10puM Cd

5 and 50uM Cd

decreased
Increased activity (leaves)

Increased activity

Increased activity

Increased expression and activity in
leaves and roots

Increased activity in roots, but decreased
in leaf

Unchanged activity in leaves and roots
Decreased activity

Decreased activity

Decreased activity (roots)

Phaseolus vulgaris L. cv.
Morgan
Phragmites australis

Raphanus sativus

Arabidopsis thaliana
Vigna mungo L. Hepper cv.

Populus tremula

Helianthus annuus
Ceratophyllum demersum

Populus canescens

- Populus nigra / Populus

(Stobrawa et Lorenc-Plucinska 0.4mg qu.kg /266 Decreased activity in spring, increased in P . gra/Pop

mg Pb.kg™ / 884 mg deltoides
2007) 1 autumn

Cu.kg
Schiitzendibel et al, 2001) 50 uM Cd Decreased activity Pinus sylvestris

Glutathione Peroxidase (GPX)
| . R

(Smeets et al. 2008) 1-10 uM Cd ncreased expression and activity in Arabidopsis thaliana

(Dixit et al. 2001)

(Stobrawa et Lorenc-Plucinska

2007)

(Aravind et Prasad 2005a)

(Markovska et al. 2009)

4uM et 40 uM Cd
0.4 mg Cd.kg™ / 266
mg Pb.kg™" / 884 mg
Cu.kg”

10puM Cd

10, 30, 50 and 100
uM of Cd for 5d

leaves
Decreased activity

Decreased activity

Decreased activity (40%)

Decreased activity

Pisum sativum

Populus nigra / Populus
deltoides

Ceratophyllum demersum L.

Brassica juncea L. cv.
Vitasso

Glutathione-S-Transferase (GST)
(Dixit et al, 2001)

(Kieffer et al, 2009)

40um Cd
20uM Cd, up to 56
days

Increased activity

Increased abundance & activity in roots.
No change in leaves

Pisum sativum

Populus tremula

Superoxide Dismutase (SOD)

(Aravind et Prasad 2005a) 10puM Cd Increased activity (14%) Ceratophyllum demersum L.
(lannelli et al. 2002) 50uM CdSO4 Increased activity Phragmites australis
(Dixit et al, 2001) 40uM Cd Increased activity Pisum sativum
(lannelli et al. 2002) 50uM CdSO4 Increased activity Phragmites australis
(Vitoria et al. 2001) 0.25-1mM Cd !ncreased activity (for 2 predominant Raphanus sativus
isoenzymes)
Increased expression and activity in
(Smeets et al. 2008) 1-10 uM Cd roots. No change in leaves. (Mn and Fe Arabidopsis thaliana

(Hsu et Kao 2007)
Mishra et al, 2006)

(Schutzendubel et al. 2001)

(Sarvajeet et al. 2008)

(Stobrawa et Lorenc-Plucinska

2007)

(Sobkowiak et Deckert 2006)

100 mg Cd kg-1 soil
5mM CdCI2

10um & 25uM
50 uM Cd

100 mg Cd kg-1 soil

0.4 mg Cd.kg™ / 266

SOD)

Increased activity in leaf, but decreased
in roots

Increased activity

Increased activity (but decreased after 7
days)

Increased activity (0-12h, then returned
to control value)

Increased activity in leaf, decreased in
roots

Ambiguous results

Vigna mungo L. Hepper cv.
Oryza sativa

Bacopa monnieri
Pinus sylvestris

Vigna mungo L. Hepper cv.

Populus nigra / Populus
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(Pereira et al. 2002)

(Milone et al. 2003)
(lannelli et al. 2002)

(Sandalio et al. 2001)
Cu/Zn SOD

(Kieffer et al, 2009)

mg Pb.kg™ / 884 mg
Cu.kg”

1-10 uM

2mM CdCI2
0.25to 4.4 uM

50 pM CdCl2

20uM Cd, up to 56
days

Globally unchanged. with isoenzymes
differences

No change (leaves and roots)
Decreased activity (leaves and roots)

Decreased activity. Sensitivity to Cd :
Cu,Zn-SOD > Fe-SOD > Mn-SOD

Decreased abundance in leaves

deltoides

Glycine max (cell
suspension)

Crotalaria juncea
Triticum aestivum L.
Pisum sativum L.

Populus tremula

Ascorbate Peroxidase (APX)

(Romero-Puertas et al. 2007)  50uM Cd Decreased abundance Pisum sativum
(Schutzendibel et Polle 2002) 50uM Cd Decreased activity (roots) Populus canescens
(Smeets et al. 2008) 1-10 uM Cd Decreased expression and activity in Arabidopsis thaliana
leaves and roots

Dixit et al, 2001) 40uM Cd Increased activity Pisum sativum
(Hsu et Kao 2007) 5mM CdCI2 Increased activity Oryza sativa

. Increased activity (5-25uM) decreased L
Mishra et al, 2006) 5to 100 uM for 100uM Bacopa monnieri
(Israr et al. 2005) 0-250uM Cd Increased activity for 0-50UM Cd, then oo\ o drummondi

Chaoui et al, 1997)
(Markovska et al. 2009)

(Sobkowiak et Deckert 2006)
(lannelli et al. 2002)
(Smeets et al. 2008)
(Sarvajeet et al. 2008)

(Kieffer et al, 2009)

(Schitzendubel et al. 2001)

(Schutzendibel et Polle 2002)

5uM Cd or 20 pM Zn

10, 30, 50 and 100
UM of Cd for5d

1-10 puM
50uM CdSO4
1-10 uM Cd

100 mg Cd kg-1 soil
20uM Cd, up to 56
days

50 uM Cd

5 and 50uM Cd

decreased

Increased activity (leaves)
Increased activity

Unchanged

Increased activity

Increased expression and activity in
leaves

Increased activity in both leaf and roots
Decreased activity at day 56 in leaves. No
change in roots

Decreased activity (24h), then increased,
then back to control

Decreased activity (roots)

Phaseolus vulgaris L. cv.
Morgan

Brassica juncea L. cv.
Vitasso

Glycine max (cell
suspension)
Phragmites australis

Arabidopsis thaliana

Vigna mungo L. Hepper cv.

Populus tremula

Pinus sylvestris

Populus canescens

Catalase (CAT)
(Dixit et al. 2001)
(Milone et al. 2003)
(Pereira et al. 2002)
(Hsu et Kao 2007)
(lannelli et al. 2002)
(Vitoria et al. 2001)

(Smeets et al. 2008)

(Schitzendibel et Polle 2002)

(Stobrawa et Lorenc-Plucinska

2007)
Mishra et al, 2006)

(Schitzendibel et al. 2001)

Chaoui et al, 1997)
(Sandalio et al. 2001)
(Sobkowiak et Deckert 2006)
(Sarvajeet et al. 2008)

(Markovska et al. 2009)

4uM et 40 uM Cd
0.25t0 4.4 M
2mM CdCI2
5mM CdCI2
50uM CdSO4
0.25-1mM Cd

1-10 uM Cd

5 and 50uM Cd

0.4 mg Cd.kg™ / 266
mg Pb.kg™ / 884 mg
Cu.kg”

5to 100 uM

50 uM Cd

5uM Cd or 20 uM Zn
50 uM CdClI2
>6puM

100 mg Cd kg-1 soil

10, 30, 50 and 100
uM of Cd for 5 d

Increased activity

Increased activity (leaves and roots)
Increased activity in leaves (x6)
Increased activity

Increased activity

Increased activity

Increased expression and activity in
leaves and roots

Decreased activity (roots)

Decreased activity (except P deltoides :
increased in spring)

Decreased activity

Decreased activity (24h), then increased,
then back to control

Decreased activity (roots and leaves - not
in stem)

Decreased activity
Decreased activity
Decreased activity in both leaf and roots

Decreased activity

Pisum sativum
Triticum aestivum L.
Crotalaria juncea
Oryza sativa
Phragmites australis

Raphanus sativus
Arabidopsis thaliana
Populus canescens

Populus nigra / Populus
deltoides

Bacopa monnieri

Pinus sylvestris

Phaseolus vulgaris L. cv.
Morgan
Pisum sativum L.

Glycine max (cell
suspension)

Vigna mungo L. Hepper cv.

Brassica juncea L. cv.
Vitasso

Thioredoxin peroxidase
(Kieffer et al. 2008)

20 uM Cd

Decreased abundance

Populus tremula
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2.6. Accumulation et compartimentation des métaux lourds

L'accumulation des métaux dans la plante est l'aboutissement d'un processus
complexe qui commence avant |'absorption racinaire, par la solubilisation du métal dans le
sol. En effet de nombreux métaux biologiquement indispensables sont présents dans le sol
sous une forme insoluble, et les plantes doivent sécréter des acides organiques et des
ligands afin de les rendre biodisponibles (Cieslinski et al. 1998; Peer et al. 2005). La
détermination de la part de métal biodisponible est en soi problématique. Si des extractions
en séquences permettent de connaitre |'état d'association entre le métal et le sol, elles sont

en revanche insuffisantes pour conclure en terme de biodisponibilité (Degryse et al. 2004).

On peut considérer 5 fractions du sol auxquels les métaux sont susceptibles d'étre liés : 1)
dans la solution du sol sous forme libre ou de complexe soluble, 2) adsorbés sur les
constituants inorganiques du sol, 3) liés a la matiere organique, 4) sous forme de précipités
(oxydes, hydroxydes et carbonates) et 5) ancrés dans les structures des minéraux silicatés
(Lasat 2000). Seules les fractions 1 et 2 sont directement biodisponibles pour la plante. La
biodisponibilité des métaux peut varier, notamment, en fonction de la teneur en matiére
organique et du pH (Sarkar et Wynjones 1982). En lien avec le pH et I'activité microbio-
logique, les acides humiques peuvent augmenter |'absorption de métaux lourds par la plante
et améliorer leur translocation dans les parties aériennes (Halim et al. 2003; Evangelou et al.
2004; Sterckeman et al. 2005). La mycorrhizosphére peut jouer un role de premiére
importance pour faciliter (Citterio et al. 2005) ou au contraire réduire (Huang et Xu 2008) la
biodisponibilité des métaux. La plante, elle-méme, en sécrétant des chélateurs dans ses
exsudats racinaires peut limiter la mobilité et la disponibilité des métaux toxiques (Patra et
al. 2004). On a par exemple montré une corrélation entre la présence de malate dans les

exsudats d'apex racinaires et la tolérance a I'aluminium chez le blé (Delhaize et Ryan 1995).

La translocation du métal dans la plante est le passage depuis la racine vers les parties
aériennes. Elle implique que l'ion métallique a atteint les tissus conducteurs de la racine
(figure 2.2). La distribution des métaux dans les organes de la plante est tres variable d'une
espece a une autre. La vacuolarisation des métaux dans la racine est I'un des premiers

facteurs qui réduisent la translocation (Xing et al. 2008). On a reporté une subérisation plus
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importante des racines chez plusieurs especes dont le mais en présence de métaux lourds
(Schreiber et al. 1999). Cette subérisation limite les flux d'eau et I'absorption de nutriments

— et de métal (Cosio 2006).

La distribution du métal dans les parties de la plante varie entre les especes. Chez
certaines plantes, I'allocation foliaire du Cd** dépend de I'dge de la feuille. Ainsi le Cd*" est
plus accumulé dans les feuilles agées de Salix viminalis (Cosio et al. 2006), et Silene vulgaris
(Chardonnens et al. 1998) ou Spinacia oleracea (Fagioni et Zolla 2009), mais davantage dans
les feuilles jeunes de Thlaspi caerulescens et Brassicae juncea (Salt et al. 1995). A l'intérieur
des feuilles, la localisation des métaux est la encore variable selon les espéces. Le cd** se
concentre en périphérie des feuilles, dans la membrane et I'apoplasme, de T. caerulescens
(Cosio et al. 2005). Chez B. juncea, le Cd*" est stocké dans les trichomes (Salt et al. 1995). Ce

n'est pas le cas chez S. viminalis (Cosio et al. 2006).

Symplastic and
transmembrane

pathways Phloem

Apoplast pathway

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 4.3 © 2002 Sinauer Associates, Inc.

Figure 2.2. Voies de passage des racines de I'eau et des minéraux depuis le sol vers le
systeme vasculaire : symplasme et apoplasme.

En regle générale, lors d'un stress abiotique, le maintien de la croissance est associé a deux

modalités : la tolérance et |'évitement. Dans le cas du stress métallique, ces modalités
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peuvent étre mises en relation avec trois grandes stratégies que sont I'exclusion,
I'absorption non régulée des métaux (réponse type ‘'indicateur'), et I'hyperaccumulation
(Figure 2.3). Ces trois stratégies sont le reflet de mécanismes moléculaires contrastés. Les
plantes qui ne régulent pas l'entrée des métaux lourds présentent une sensibilité plus

importante que celles des deux autres catégories (Callahan et al. 2006).

Toutes les plantes peuvent extraire les métaux du sol de maniére régulée afin de combler
leurs besoins métaboliques. Certaines, toutefois, les accumulent bien au dela de ces besoins.
L'exemple le plus marquant est I'hyperaccumulateur appelé "Seve bleue" (Sebertia
acuminata). Le latex de cet arbre endémique de Nouvelle Calédonie peut contenir jusqu'a
25 % de nickel (Jaffré et al. 1976). Le phénomeéne est rare ; seule 0,2 % des angiospermes
sont considérées comme hyperaccumulatrices (Baker et al. 2000), elles sont en revanche

tres dispersées d'un point de vue taxonomique.

La raison de I'évolution vers I'hyperaccumulation fait encore débat. On a évoqué pour
expliquer son apparition : 1) la tolérance envers les métaux, 2) une absorption 'accidentelle’,
3) l'allélopathie, 4) la résistance a la sécheresse et 5) la protection contre les phytophages
(Sagner et al. 1997) et les phytopathogénes (Boyd et Martens 1992). Whiting et a/ (2003) ont
toutefois montré que I'accumulation de Ni ou de Zn était sans effet sur la résistance a la
sécheresse de Alyssum murale et de Thlaspi caerulescens. Par ailleurs, I'entrée des métaux
lourds dans les tissus végétaux est souvent "accidentelle", relevant d'un manque de
sélectivité des transporteurs et des pores membranaires. On note a cet égard qu'une forte
concentration en cations divalents, comme Zn** par exemple, réduit I'entrée de Cd** chez de
nombreuses espéces (Lombi et al. 2002). Il apparait que le colt métabolique d'un
mécanisme plus sélectif dépasserait celui de posséder un systeme d'efflux inductible (Silver
1996). L'hypothéese liée a la défense contre les herbivores et pathogénes semble a I'heure
actuelle relativement bien étayée (Jiang et al. 2005) dans la mesure ou tolérance métallique
et accumulation sont deux caracteres qui ségrégent généralement de facon indépendante
(Macnair et al. 1999; Zha et al. 2004; Macnair 2007). Cette hypothése est confortée par le
fait que les hyperaccumulateurs ont des concentrations de métal plus élevées dans les
feuilles, les organes les plus sensibles aux pathogénes et herbivores. Par exemple
Arabidopsis halleri accumule le Zn a la base de ses trichomes (Zhao et al. 2000) et accumule

le Cd au méme endroit (Kipper et al. 2000). Chez T. caerulescens le zinc est localisé dans les
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vacuoles de |'épiderme (Klpper et al. 1999). Les exemples de ce type sont nombreux
(KGpper et al. 2001; Robinson et al. 2006). On peut toutefois rappeler, comme le font Noret
et al. (2007), que les sites métalliféeres sont caractérisés par une faible pression des
herbivores qui a conduit au fil de I'évolution les plantes a limiter leurs défenses organiques
constitutives (comme les glucosinates), ce qui ne cadre pas avec I'hypothése de la défense
contre les herbivores et pathogenes. Les résultats de Noret et al. montrent une absence de
protection des fortes concentrations en Zn contre les herbivores pour les écotypes

métallicoles de T. caerulescens.

Les populations métallicoles de T. caerulescens développent une tolérance acquise envers
les métaux, comparées aux populations non métallicoles (Assuncao et al. 2003). Cela
implique I'existence d'un "colt de tolérance" qui justifie que cette tolérance serait un désa-
vantage dans un environnement non contaminé. L'origine de ce colt n'est toutefois pas

encore élucidée (Macnair 2007).

[Metal] A
dansla
plante

Hyperaccumulation

Exclusion

S

[Metal]dans le sol'

Figure 2.3. Trois stratégies de réponse a la présence de métaux lourds dans |'environnement
(d'aprés Callahan 2006).
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2.7. Questions et stratégie

Le cadmium étant dépourvu d'activité biologique, sa gestion par la plante est
certainement tres différente de celle d'un métal essentiel comme le zinc. En effet la plante
possede un systeme homéostatique et de nombreux transporteurs spécifiques pour le zinc
alors que le Cd ne stimule a priori que des systemes de détoxication. Le travail effectué a
pour but de déterminer les similitudes et dissemblances des contraintes constituées par un

exces de ces métaux. Nous cherchons notamment a éclaircir les points suivants :

1 — Quel sont les effets physiologiques d'un exces de zinc ou de cadmium dans le sol ?
Dans quelle mesure ces ions métalliques sont-ils en compétition dans le sol et dans la
plante ? Affectent-ils I'homéostasie d'autres cations essentiels comme K, ca”, Mg2+ et
Fe®*?

Durand T.C., Hausman J.-F., Carpin S., Albéric P., Baillif P., Label P., & Morabito D. Zinc and
cadmium effect on Populus tremula x Populus alba genotype 717-1B4: growth and ion
distribution. Biologia Plantarum 54, 191-194.

2 — Quels sont les changements protéomiques induits par une contrainte cadmique ?
Quels sont les aspects de la réponse partagés par deux tissus aussi différents que la feuille et
la zone cambiale ?

Durand T.C., Sergeant K., Planchon S., Carpin S., Label P., Morabito D., Hausman J-F.,
Renaut J. Acute metal stress in Populus tremula x P. alba (717-1B4 genotype): leaf and
cambial proteome changes induced by Cd*". Proteomics 10, 349-368.

3 — Existe-t-il une différence dans les niveaux d'absorption, de translocation et de
distribution de Zn** et Cd** ?

Durand T.C., Baillif P., Albéric P., Carpin S., Label P., Hausman J.-F., Baillif P., Label P., &
Morabito D. Cd and Zn are differentially distributed in Populus tremula x P. alba exposed
to metal excess. Submitted for publication to Plant Biosystems.
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2.8. Zinc and cadmium effect on growth and ion distribution in Populus
tremula x Populus alba
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Zinc and cadmium effects on growth and ion distribution
in Populus tremula < Populus alba

T.C. DURAND"*** JF. HAUSMAN®, S. CARPIN'?, P. ALBERIC’, P. BAILLIF’, P. LABEL’
and D. MORABITO'**
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Institut des Sciences de la Terre d’Orléans, CNRS/Université d'Orléans, F-45071 Orléans Cedex 2, F rance’

Abstract

The effects of cadmium and zinc on growth and mineral distribution in Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4
were investigated. Exposure to 360 mg(Cd) kg (soil) resulted in accumulation of Cd in all organs and inhibition of
primary and secondary growth as well as of the net photosynthetic rate. No growth inhibition occurred under zinc
exposure. Cd was mainly stored in the woody parts of stem, whereas zinc was preferentially localized in the leaves. Cd

treatment also altered distribution of Zn**, Ca*", Mg*", K*, and Fe*" in different organs.

Additional key words: poplar, mineral distribution, net photosynthetic rate, stomatal conductance.

Plants responses to heavy metals are drawing growing
attention, as metal pollution is still increasing worldwide

and threatens the stability of our ecosystems (Menon et al.

2007). Metals exist naturally in the environment and take
part in the normal metabolism of plants. Yet beyond a
certain threshold, that is variable according to the metals
and plant species, phytotoxicity can occur (Shamsi et al.
2008, Markovska et al. 2009). Cadmium (Cd) is a toxic
heavy metal albeit plants often easily absorb it. This
bioavailability is most likely due to its similarities with
zinc (Zn), an essential element for life. Though essential
for plant metabolism, zinc can also be present at an
excessive level in the environment, adversely affecting
ecosystems. Besides, a contamination of the environment
by cadmium often occurs as a result of zinc pollution,
since Cd is a by-product of the Zn industry.

The first strategy for a plant to resist to a high amount
of toxic metal ions in its environment is to hamper their
entrance, or to develop active effluxes from roots.
However airborne particles deposition on leaves accounts

Received 7 May 2009, accepted 17 November 2009.

for a substantial contribution to metal pollution of plants
that cannot be prevented by root efflux (Yaaqub et al.
1991). Plants unable to impede entry of toxic ions must
then possess inner mechanisms of detoxification and
mostly compartmentalisation. This is sometimes insuffi-
cient, at least partly due to lack of specificity of ions
transporters. Essential ions are conveyed in planta by
specific and multiple transporters, e.g. P-type ATPases,
cation diffusion facilitator, ZIP, etc. (Colangelo and
Guerinot 2006). Meanwhile the translocation of toxic
elements like cadmium is not fully explained yet.

Metals are reported to be unevenly distributed among
species and among plant organs and tissues. The roots are
most often directly in contact with the pollutants,
especially in the case of edaphic pollutions. This is why
roots usually exhibit the greatest metal content in the
plant (e.g. Wojcik and Tukiendorf 2005, Deram et al.
2006, Unterbrunner ez al. 2007). Yet, metal ions can also
concentrate in aboveground organs, especially in
hyperaccumulator plants like T7hlaspi caerulescens

Abbreviations: g - stomatal conductance; Py - net photosynthetic rate.
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(Roosens et al. 2003). The metal distribution inside the
plant represents per se an indicator of the tolerance and/or
accumulation mechanisms. Besides supplying an
important biomass, tree species would provide a practical
material: the wood, from which little dispersal is likely to
occur. So, the storage of heavy metals in woody parts
appears to be prominent for the validation of a proper
woody phytoremediator.

This study describes primary and secondary growth
and gas exchange of young pot-grown poplars submitted
to Cd or Zn, and the consecutive stress they endured. The
paper provides the profiles of the content of major
elements, namely Ca, Mg, K and Fe, as for the two heavy
metals Cd an Zn, in the poplar organs, including different
tissues of the cutting.

Woody stem cuttings obtained from 1-year-old cut-
back stems of Populus tremula L. x P. alba L. [Populus x
canescens (Aiton) Smith] genotype INRA 717-1B4 were
planted into sand. After rooting (1 month), plants were
placed during 6 weeks in 1 dm’ pots composed of sand
and peat moss (25:75, v/v, pH 6.9) to allow stem and leaf
growth. Then the plants were transferred into 10 dm’ pots
containing uncontaminated or contaminated soil.
Concomitantly plants were pruned in order to make sure
that the new leafy stems were entirely formed while
plants were exposed to metal. The heavy metal
constraints consisted in the addition of 1 mmol of Cd or
Zn at the beginning of the treatment (day 0). The actual
concentration of metal in soils and in soil solutions was
measured (Table 1). The temperature was 21 £ 2 °C,
relative humidity 70 + 5 % and an irradiance 1000 pmol
m~ s provided during 16-h photoperiod. At the end of
the treatment (day 61), plants were divided into roots,
cutting (initial stem utilized to root the plant), stem
(newly formed stem during the treatment) and leaves. The
cuttings were lyophilised and separated into 3 parts:
xylem, cambial zone and bark.

During the treatment, the total leaf area and the
diameter of the cuttings (radial growth) were measured as
described by Morabito er al. (2006). The net photo-
synthetic rate (Py) and the leaf stomatal conductance to
water vapour (g;) were measured on the last fully
expanded leaf. Measurements were conducted with a
portable photosynthetic system (Ciras-2, PP Systems,
Hitchin, Herts, UK). Zn, Cd, K, Ca, Mg and Fe were
quantified as described by Marchand et al. (2006). Dry
samples (100 mg) were grinded into a fine powder and
resuspended in 10 cm® of an acid mixture containing
HCIO4 (60 %) + HNO; (85 %) + HyO (1:1:1, v/v).
Subsequently 1 cm’ H,0, (30 %) was added in each
sample. Digestion was completed in a MDS 2000 (CEM
Corp.®, Mathews, NC, USA) microwave, 15 min at
190°C and 1.3 MPa. The final volume was brought to
100 cm® with double distilled water. Heavy metals and
ions contents were determined on a Jobin-Yvon® HR-
ICP-AES (Edison, NJ, USA) from three individual plants
per treatment. The heavy metal content in soil as well as
the concentration in the soil solution were also measured.
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Measurements were carried out on 3 to 5 biological
replicates. A Student’s 7-test was performed to determine
significance of differences.

Normal Cd soil content is about 1 mg kg™ (Peer et al.
2005) but less than 2 % of this metal is usually in
bioavailable form (Ma and Rao 1997). The Cd treatment
applied in the present study, 360 mg(Cd) kg'(soil DM),
with a soil solution close to 20 uM Cd, represented a
severe pollution. The resulting soil zinc content,
265 mg(Zn)kg ' (soil DM) or 140 pM Zn in soil solution
was at least 2-fold higher than in nature. However, this
concentration was lower than the phytotoxicity thresholds
(e.g. Paschke et al. 2000). In vitro-cultured Populus alba
showed toxicity when exposed to 0.5 to 3 mM Zn
(Castiglione et al. 2007).

Under Zinc treatment, Zn content in the soil was
approximately 9-fold higher than in control pots and
corresponded to 265 mg kg'(DM). Under cadmium
treatment the zinc content did not significantly differ
from control soil and corresponded to 37.1 mg kg™ (DM),
whereas Cd content in the soil was 360 mg kg (DM). Cd
was detected neither in control nor in Zn-treated soils.
Under control conditions, soil solution contained 8.3 pM
Zn*'. When Zn treatment was applied, this concentration
reached 140.4 uM Zn**. The Cd treatment resulted in a
soil solution containing 20.8 pM Cd*" and 7.3 uM Zn*".

Table 1. Soil constraint characterization and physiological
parameters of Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4
exposed 61 d to 360 mg(Cd) kg™ (soil), to 265(Zn) mg kg™ (soil)
or to control condition. Means + SE (n = 3 to 5; significant
differences in comparison with control at * - P < 0.05;
*¥* - P < 0.01; *** - P < 0.001 according to Student z-test;
nd - not detectable).

Parameter Control Zinc Cadmium
Zn in soil [mg kg'] 29.740.5  265.0£17.3" 37.1+7.7
Zn*" in solution [uM]  8.3+23  140.4+10.6™" 7.3%1.1
Cd in soil [mgkg'] nd nd 360.0£15™"
Cd* in solution [pM] nd nd 20.8+0.5™"
K in soil [g kg™] 3.1£0.1 2.940.2 2.540.1
Mg in soil [g kg™'] 2.240.1 2.240.1 2.1£0.1
Ca in soil [g kg™] 2.9+0.1 3.6+0.6 3.540.7
Total leafarea [dm?]  21.843.1  25.043.6 7.8+1.3"
Diameter increase [mm] 2.7£0.4 2.3+0.2 0.12£0.2
Root dry mass [g] 3.8+1.8 5.7+2.0 0.5+0.1"
Cutting dry mass [g]  12.6£0.4  13.132.1 7.840.3""
Stem dry mass [g] 7.9+2.9 9.1£1.8 1.340.1"
Leaves dry mass [g] 19.0£6.4  22.3+4.3 2.840.2"
g [mmol(H,0) m?s7'] 156.0£20  141.0+16 68.0+20"
Py [umol(CO,)m™2s'] 227409  19.842.0 1.740.2"

After stem pruning on day 0, which corresponds to
the beginning of the metal treatments, bud break occurred
on day 21. The primary growth, estimated by the total
leaf area, was not altered under Zn treatment whereas a
64 % decrease occurred in Cd-treated plants on day 61



(Table 1). Zn treatment had no effect on the dry mass of
the different plant organs, however, DM of all organs
exhibited a significant reduction caused by Cd exposure
(Table 1).

Zn treatment had no significant effect on Py and g;.
Cd treatment caused an important inhibition of Py and g
(93 and 56 %, respectively; Table 1).

Under control conditions, the stem presented the
highest zinc content (Table 2). After Zn exposure, all
organs presented a significant increase in Zn content.
When exploring the different tissues of the cuttings, Zn
treatment did not change Zn content in xylem nor in the
cambial zone, while the Zn contant was almost doubled
in bark compared to control plants. Under Cd exposure,
Zn content in leaves was 2.3 fold higher than in control
(Table 3).

Table 2. Contents of Cd, Zn, Fe [mg kg'], Ca, Mg and K
[g kg'] in dry mass of poplar 717-1B4 exposed to 360 mg(Cd)
kg '(soil), to 265(Zn) mg kg '(soil) or to control condition (C)
for 61 d. Means + SE (n = 3; significant differences in
comparison with control at ** - P < 0.01, *** - P < 0.001
according to Student #-test; nd - not detectable).

Tons Roots Cutting Stem Leaves
Cd C nd nd nd nd
Zn nd nd nd nd
Cd 2551168 85.6£18™" 92.7+4™" 84.0+7.5™"
Zn C  46.6+7.5 33.3+5.8  60.1+7.3 35.345.4
Zn 1944436 83.848.7" 157.3+25"  325.6+16
Cd 40.143.5 363178  46.1+4.5 79.6+3.6"
Fe C 478.0+156 103.0£7.0  49.0£7.0  102.0+14
Zn 352.0+34  109.049.0  42.0+11 111.0+4.0
Cd 608.0£100 114.0£9.0  49.0+13 110.0+31
Ca C 8.3+0.7 8.4+0.4 8.0+0.4 7.540.6
Zn  8.8+0.4 9.7+0.7 8.2+0.4 9.0+0.3
Cd  9.9+0.6 93+1.5  12.040.17"  11.2+0.7"
Mg C 1.640.1 0.7+0.1 1.740.01 2.140.1
Zn  1.540.1 0.840.0 1.840.1 2.540.1
Cd  1.240.0"  0.5+0.0 1.840.2 41402
K C 231426 6.5t1.1  21.6£0.7 18.6£1.5
Zn  19.742.2 7240.1 213402 18.440.6
Cd  10.5+0.7"  3.310.12° 20.4+1.2 432452

Under control and Zn constraints, no Cd was detected
in plants (Table 2). Under Cd treatment, the highest Cd
content occurred in the roots. In the cutting, Cd
accumulated more in the bark and in the cambial zone
than in the xylem (Table 3).

Iron content remained unchanged under both
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Acute metal stress in Populus tremula x P. alba (717-1B4
genotype): Leaf and cambial proteome changes induced

by cadmium?”*
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The comprehension of metal homeostasis in plants requires the identification of molecular
markers linked to stress tolerance. Proteomic changes in leaves and cambial zone of Populus
tremula x P. alba (717-1B4 genotype) were analyzed after 61 days of exposure to cadmium
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(Cd) 360mg/kg soil dry weight in pot-soil cultures. The treatment led to an acute Cd stress
with a reduction of growth and photosynthesis. Cd stress induced changes in the display of
120 spots for leaf tissue and 153 spots for the cambial zone. It involved a reduced photo-
synthesis, resulting in a profound reorganisation of carbon and carbohydrate metabolisms in

both tissues. Cambial cells underwent stress from the Cd actually present inside the tissue
but also a deprivation of photosynthates caused by leaf stress. An important tissue specificity
of the response was observed, according to the differences in cell structures and functions.

Keywords:

Cadmium / Cambium / Fluorescence two-dimensional difference gel electrophoresis /

Metal stress / Plant proteomics / Phytoremediation

1 Introduction

Cadmium (Cd) is regarded as one of the most toxic heavy
metals responsible for human and plant diseases [1, 2]. When
plant physiology is affected by Cd stress, symptoms are gener-
ally chlorosis, necrosis, leaf rolling or drying and growth inhi-
bition [3]. Cd toxicity arises notably from competition with Zn
for binding sites in biomolecules, e.g. enzymes or carriers [4, 5].
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acetic acid; UDP, uridine diphosphate
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Since a few years Salicaceae (e.g. willows and poplars)
have emerged as promising candidates in the search for
convenient species to achieve phytoremediation of
polluted sites [6]. Indeed, poplar, whose small genome is
now completely sequenced, is a suitable model plant to
support molecular studies on stress responses [7, 8].
Poplar is reported to be able to thrive despite metal
contamination, and to accumulate metals, especially
Cd [9]. Being a perennial species poplar furthermore allows
the opportunity to shape an ideal phytoremediator. Year
after year accumulation of metals in harvestable woody
tissues provides a convenient means of soil clean up
combined with the potential of energy production. As a
model-tree species poplar can also be used to study the
metabolic mechanisms of metal uptake and tolerance in
woody species.

The plant responses to metal stress are mediated through
modifications in gene expression and protein levels.
Proteins that participate in metal tolerance response are
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reported to be involved in the induction of transcription
factors, in the protection or restoration of macromolecules
and in detoxification activities [10].

Metal homeostasis and detoxification are known to be
partly constitutive [2], but inducible parts of these processes
can be explored by a proteomic approach. Although
proteomic research has been conducted on the effects of
metals on plants, e.g. on the response to Cd in roots of Oryza
sativa [11], in cell cultures of Arabidopsis thaliana [12], in
leaves of Spinacia oleracea [13] or in roots and shoots of
Thlaspi caerulescens [14], a recent review by Ahsan et al. [15]
deplored the limited proteomic investigations on this topic,
especially for long-term exposition. Kieffer et al. [16, 17]
recently reported proteome changes in leaves of poplar
exposed to Cd up to 56 days under hydroponic conditions.

The comprehension of the tolerance of plants to envir-
onmental constraints requires a profound description of the
acting molecules during the response. Typically, a constraint
will evoke a stress perception and a stress signalization
leading to damage avoidance and repair. For each step of the
plant response, some of the involved molecules belong to a
generic pattern of response to all biotic/abiotic stresses,
while others can be related to one specific stressor. Current
research mainly deals with molecules involved in the
response to a range of diverse constraining conditions, e.g.
chaperones, antioxidants, proline, plant growth regulators,
etc. [18-21]. These molecules are responsible for the General
Adaptation Syndrome, initially formulated by Selye in 1951
[22, 23]. However, one type of stress will not equally affect
the dissimilar tissues within an individual. Published
proteomic studies of plant stress most often concern leaf or
root tissues. This is graspable considering that the photo-
synthetic apparatus is often affected by heavy metal toxicity
[24], while roots are directly exposed to the contaminated
environment. Yet, other tissues can be considered to
complement the analysis. In woody species the cambium
activity determines the secondary growth that represents a
physical support for the extended primary growth of the
tree. It also shapes the structure of conductor tissues —
number and size of wood vessels and fibers, cellular
composition of phloem. Cambium activity eventually influ-
ences the production of biomass wherein heavy metals can
be accumulated. Despite its importance, the cambium
response remains scarcely questioned. Available studies on
the cambial tissue generally focus on developmental ques-
tions (e.g. [25, 26]) and few deal with biotic [27] or abiotic
stress [28].

A proteomics approach on the responses of plants during
exposure to pollutants, in casus Cd, will point out the
molecular actors supporting metal intake and also give
information about stress-related responses in different
tissues. This knowledge will allow the selection or the
design of plants that prevent deleterious metal accumula-
tion along the food chain (like Cd), or, on the contrary, crops
that could solve problems of human essential metal defi-
ciencies.

© 2010 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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In this study, young poplar plants were exposed to a soil
contaminated by the addition of 360mg Cd/kg soil dry
weight (SDW), corresponding to a total amount of 1 mmol
of metal per liter of soil. Ecophysiological parameters were
monitored all along the 61 days of exposure to characterize
the physiological state of the plant. Metal distribution in the
tree was also determined. A subsequent proteome analysis
on leaf and cambial tissues illustrated the acute stress
endured by Cd and its strong effect on photosynthesis and
carbon metabolism.

2 Materials and methods
2.1 Plant material and metal constraints

Pot-grown Populus tremula L.x P. alba L. (Popu-
lus x canescens (Aiton) Smith) genotype INRA 717-1B4 were
obtained as previously described in Durand et al. [29]. Once
rooted and 3 months old, poplar plants were pruned and
transplanted from 0.3 L pots to 10 L pots filled with a sand —
peat moss soil mixture (25:75v/v, pH 6.9). Cd was incor-
porated in the 10L soils by uniformly hand mixing.

Control soil contained no detectable Cd. Cd contaminated
soil contained 360mg Cd/kg SDW. Soil solution concen-
trations were determined from 100g of fresh soil after
20 min of centrifugation at 10000 x g. The supernatant was
collected for quantification using a Jobin-Yvon® HR-ICP-
AES, as described in [29]. Soil solution of metal-exposed
plants contained 20.8 uM Cd*".

Plants were grown in culture chamber at 21°C, 70% of
relative humidity, and with an irradiance of 1000 pmol
m~%s™! provided for 16h per day. After 61 days of metal
exposure, leaf and woody tissues were collected and frozen
in liquid nitrogen and stored at —80°C until protein
extraction.

2.2 Protein extraction and sample preparation

Four biological replicates corresponding to each individual
plant were used. Leaf proteins were extracted starting from
500mg of fresh weight collected from the three last fully
expanded leaves of one plant. After lyophilization of the
cutting, the bark was excised. The cambial zone was then
collected by softly scratching the inner face of the bark with a
scalpel. Proteins from the cambial zone were extracted from
approximately 60 mg of dry tissue of each replicate. Tissues
were ground in liquid nitrogen. Proteins were extracted using
the trichloroacetic acid (TCA)-acetone precipitation method
described by Damerval et al. [30]. Resolubilization of the
precipitated proteins was carried out in a lysis buffer (7M
urea, 2 M thiourea, 4% w/v CHAPS, 30 mM Tris, pH 8.5. The
protein extracts were quantified using a quantification kit
(2D-Quant Kit, GE healthcare, Little Chalfont, UK) with BSA
as standard.

www.proteomics-journal.com
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After quantification, proteins were labeled by mixing
240 pmol of fluorochromes (CyDyes™, GE Healthcare) with
30 ug proteins. For each gel, Cy3 and CyS5 were used for
control or treated samples; Cy2 was used for the internal
standard consisting of a mix of equal amounts of each
sample. A dye swap was used between Cy3 and Cy5 to avoid
problems associated with preferential labeling.

2.3 Protein separation and relative quantification
(2-D DIGE)

Bidimensional electrophoresis was carried out as described
in Bohler et al. [31], with slight modifications. Isoelectric
focusing was carried out on pH 3-10 IPG-strips (24 cm,
non-linear gradient; GE Healthcare) using the IPGphor
system from GE Healthcare. Protein samples were cup
loaded. The migration was performed at 20°C (<50 pA, 60V
for 2 h; gradient from 60 to 1000V for 3 h; hold 1000 for 1h,
gradient from 1000 to 8000 for 3h; hold 8000V until
85000 Vh). Strips were then stored at —20°C.

Prior to second dimension migration, the strips were
equilibrated. During equilibration, proteins were reduced by
1% DTT for 15min and then alkylated by 2.5% w/v iodo-
acetamide for 15min. The SDS-PAGE was carried out on
12.5% w/v of acrylamide-bisacrylamide (37.5/1) gels.
Proteins were separated by applying 1.5W per gel for
20min, and then 2W per gel until the migration front
reached the end of the gel. After migration and fixing of
proteins in the gel, images were captured using a Typhoon
Variable Mode Imager 9400 (GE Healthcare).

DeCyder v.6.05.11 software (GE Healthcare) was used to
determine differentially expressed proteins with a variation
factor of at least 1.3 in abundance (up and down) and a
significant Student’s t-test score (p<0.05). The automated
matching was manually confirmed for all the spots that
were selected for identification, and that are further
discussed. Spots were picked from the gel and digested by
trypsin for 6h at 37°C using an Ettan Dalt Spot Handling
Workstation (GE Healthcare) before acquisition of peptide
mass spectra with a MALDI-TOF-TOF analyser (4800
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

2.4 Protein identification

As the poplar genome is not yet completely annotated and
many sequences were only available as ESTs, protein iden-
tification was mainly done using the EST database on an in-
house MASCOT platform. The NCBI poplar EST database
used in this study contains 419944 poplar sequences and
was downloaded from the NCBI database on 06/11/2009.
MS and MS/MS data were also submitted for analysis with a
viridiplantae protein database downloaded on 02/17/2009
and containing 1214000 sequences. All searches were
carried out using a mass window of 100ppm for the
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precursor and 0.5 Da for the MS/MS fragments. Up to two
trypsin miscleavages were accepted. The search parameters
allowed for carbamidomethylation of cysteine, oxidation of
methionine as well as oxidation of tryptophan to kynurenine
and double oxidation of tryptophan to N-formylkynurenine.
During automatic interrogation of databases, the MASCOT
score cut-off was 77 for NCBI and 65 for EST interrogations.
Because all spectra and identifications were manually veri-
fied, peptide scores were considered even below the cut-off
values for peptide scores. Identifications were validated
manually with at least two identified peptides at disparate
sites within a protein with a score above homology.

Percentage of sequence coverage is given in Tables 1 and 2.
Since ESTs generally do not represent an entire protein
sequence, the authors would like to remark that this value has
little significance when identifications were done on EST
sequences. Grouping of proteins in biological processes was
done according to KEGG and Uniprot databases (http://
www.genome.jp/kegg; http://www.uniprot.org/). The func-
tions of some proteins were enlightened by the use of Inter-
Pro [32] (http://www.ebi.ac.uk/interpro/), which consists in
blasting the amino sequences to the integrated resources of
several databases like PANTHER, PROSITE and Gene3D.

In leaf and cambial proteomes, respectively, in two and
seven spots, more than one protein was identified; since this
prevents any interpretation about the actual abundance of
change in them, biological discussion was not done on these
proteins. They are nonetheless presented at the end of
Tables 1 and 2.

2.5 Statistics

Statistical analysis was carried out with four biological
replicates. The variable used for comparison was the log10
of standardized volume of protein spots in the gels. A
Student’s t-test analysis was carried out in the DeCyder
software. The results based on the logl0 of standardized
volume of protein spots in the gels were provided by the
DeCyder software by Student’s t-test analysis. A false
discovery rate correction was applied in the software.

3 Results
3.1 Leaf proteome profiles

The 2-D electrophoretic leaf pattern presented 1023 spots
(Fig 1). Among them, 120 spots exhibited a significant abso-
lute variation greater than 1.3-fold between control and treated
conditions (p<0.05). The Cd treatment resulted in an
increased abundance for 40 protein spots, and a decreased
abundance for 80 protein spots. The MS analysis of these
spots resulted in the confident identification of 103 proteins,
of which two were a mix of at least two proteins (Table 1 and
Supporting Information Table 1).
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Figure 1. 2-D electrophoresis
gel with leaf proteins of
P. tremulax P. alba genotype
717-1B4 labeled by CyDye 2.
Identified proteins are indi-
cated with their respective spot
numbers.

Figure 2. 2-D electrophoresis
gel with cambial proteins of
P. tremulax P. alba genotype
717-1B4 labeled by CyDye 2.
Identified proteins are indi-
cated with their respective spot
numbers.

www.proteomics-journal.com
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Briefly, the significant changes in protein abundance
occurred in the following functions (Table 4): photosynth-
esis (44 protein spots), carbon and carbohydrate metabolism
(21), energy metabolism (9), proteins metabolism, catabo-
lism and folding (9), citrate cycle (5), oxidoreduction (6) and
glutathione metabolism (2). Other functions that were
influenced include an inositol-3-phosphate synthase (spot

Table 3. Effect of 61 days of exposure to 360 mg Cd/kg SDW
on different physiological parameters of P. tremula x
P. alba, genotype 717-1B4

Physiological parameter Effect of Cd treatment

Stem height —64%
Radial growth —95%
CO, assimilation —-94%
Stomatal conductance —56%
Cd?* content in leaves 84.0mg/kg
Cd?" content in cambial zone 123 mg/kg
Zn?* content in leaves +127%
Mg?* content in leaves +91%
Ca?" in leaves +49%

K* content in leaves +132%
K* content in cutting —48%

Proteomics 2010, 10, 349-368

572), a potassium channel B subunit (spot 1300), an auxin-
binding protein ABP19a precursor (spot 1756), an o-tubilin
(spot 1192) and a translation elongation factor (spot 225).

When the same protein was identified in several spots, as is
for instance the case for Ferredoxin-NADP oxidoreductase in
spot 1340, 1332, 1342, 1338, 1365 and 1359, the MS spectra
were compared in order to find posttranslational regulatory
events. For none of the proteins for which this comparison
was done supplementary information was obtained.

3.2 Cambium proteome profiles

The 2-D electrophoretic cambium pattern presented 1144
spots (Fig. 2). Among them, 153 exhibited a significant
absolute variation greater than 1.3-fold between control and
treated conditions (p<0.05). Compared with control condi-
tions, the Cd treatment resulted in the increased intensity of
47 proteins spots, while 106 spots were less intense. The MS
analysis of the differential spots resulted in the confident
identification of the proteins in 108 spots among which
seven presented a co-migration of more than one protein
(Table 2 and Supporting Information Table 2). The
remaining 30% of the selected spots are still unidentified

Table 4. Summary of the principle proteome changes in the leaf and in the cambial zone of P. tremula x P. alba, genotype 717-1B4 exposed 61

days to 360 mg Cd kggpyy

Metabolic functions Leaf

Cambial zone

0

Photosynthesis

Carbon and carbohydrate metabolism

Energy metabolism

Protein metabolism

Protein catabolism

Protein folding

Transcription and translation factors
Cytoskeleton and cell wall
Stress response — defense
Citrate cycle

Oxidoreduction

Glutathione metabolism

Lipid metabolism

DNA-binding aspartyl peptidase

Nucleotide metabolism

31 (593, 503, 648)

41] (e.g. 1464, 1043)

121 (e.g. 501, 1127, 1571)
9] (e.g. 284, 1120, 1200)
31(1660, 594, 599)

6 (620, 632, 633, 1598, 1616, 1592)
11 (548)

1/(1290

0

2| (1678, 435)

11 (357)

4] (1011, 1635, 1518, 1752)
0

1] (225)

0

1] (1192)

11 (1552)

0

31 (418, 902, 903)

2| (1200, 1316)

31(1061, 936, 1637)

2| (1202, 1821)

21(1659, 1667)

0

O oOoOoOoooo

0
71 (e.g. 288, 1892, 390, 481, 1070)
15| (e.g. 480, 802, 851)

0

0

0

8] (e.g. 381, 885, 1302, 1240)

0

3] (796, 896, 1555)

0
4] (537, 541, 715, 1161)

21 (1836, 877)

6] (332, 920, 892, 911, 1830, 1838)
21 (926, 977)

16| (e.g. 772, 1168, 990)

0

1, (1179)

0

3] (1268, 1290, 1336)

11 (1137)

0

21 (1657, 1744)

2| (908, 909)

31 (1064, 1066, 1059)

2| (572, 576)

41 (1140, 913, 996, 1157)
12| (e.g. 1146, 1106, 1169)
0

2] (1129, 1135)
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because of the weak intensity of the spectra resulting from
faintly stained spots. Furthermore, few ESTs corresponding
to cambial tissue are available.

Among the cambial proteins, eight spots were identified
as ‘“aspartyl protease family protein” (spot numbers 398,
913, 996, 1140, 1146, 1157, 1488 and 1495) and eight others
as “nucleoid DNA-binding protein cnd41-like protein”
(spots 1106, 1115, 1142, 1148, 1149, 1169, 1177 and 1206).
As these two groups of proteins exhibited common MS/MS
peptides, like “TYTIVFDGAKER” or “ITASDYIVNV-
GIGTPKK”, an InterProscan interrogation was realised.
Both of them designated proteins that possess a chloroplast
nucleoid DNA-binding domain as well as an aspartyl
peptidase domain. Therefore, they were gathered in Tables 2
and 4 under the label “DNA-binding aspartyl peptidase”
(DAP).

Briefly, the significant changes in protein abundance
induced by Cd treatment occurred in the following func-
tions (Table 4): carbon and carbohydrate metabolisms (22),
cytoskeleton and cell wall (18), DNA binding peptidase (16),
protein metabolism and catabolism (10) and protein folding
(6), transcription and translation factors (8), antioxidation
and stress-related functions (6), lipid metabolism (5), the
citrate cycle (3), and others functions among which a cupin
family protein (spot 1179), two B subunits of K™ channels
(spots 1375 and 1376) and two putative adenosine kinase
(spots 1129 and 1135) were down-regulated in Cd-treated
poplars whereas a Phi-1 (spot 1492), an eukaryotic initiation
factor 4A (spot 880) and a DEAD box RNA helicase (spot
877) were up-regulated in Cd-treated poplars.

4 Discussion

Young P. tremula x P. alba 717-1B4 genotype plants were
exposed to 360mg Cd/kg SDW; this resulted in a soil
solution concentration of 20.8 uM Cd*". An in-soil experi-
ment permitted to follow the dynamic ion partition between
soil and plant, which may be a determining factor in the
response of the plant [33, 34]. The study aimed at analyzing
tissues that have grown and developed under metal
constraints. This allowed to focus on distal equilibrium
rather than on the alarm phase of stress. Thus, control
and stressed plants were compared after 61 days of Cd
exposure.

The Cd treatment resulted in a Cd accumulation
in the leaves (84 mg Cd/kg) and in the cambial zone (123 mg
Cd/kg). The treatment drastically reduced the growth of the
plants. Net photosynthesis and stomatal conductance
were inhibited. Increases in the content of K*, Ca®**, Mg?*
and Zn?" in tissues, especially in leaves, were observed.
These results are summarized in the Table 3 (adapted from
[29]). The physiological data demonstrate that Cd*" trig-
gered an acute stress in poplar plants from which ensues
important changes in leaf and cambial proteome (Figs. 1
and 2).
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4.1 Leaf proteome response to Cd

The proteomic data gave two levels of information that can
hardly be distinguished. Some changes occurred as a
consequence of the stress endured, while others constitute
the concrete and active response of the plant defense
system. The impact factor (IF) on protein abundance was
calculated as the ratio of the volume of protein spots
between treated and control conditions.

In leaf and cambial tissues the Cd stress mainly affected
the carbon metabolism. In the leaf, negative IF was salient
on the carbon fixation, especially on ribulose-1,5-bispho-
sphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) and RuBisCO
activase. Other proteins involved in the Calvin Cycle were
also affected (spots 284, 1116, 1120, 1124, 1127, 1566 and
1571). Additionally three out of four spots wherein carbonic
anhydrase was identified decreased in intensity in Cd-trea-
ted plants (spots 1592, 1598, 1616 and 1660).

These data are consistent with our previous results,
which describe the inhibition of CO, assimilation under Cd
stress, which was mainly unrelated to stomatal closure [29].
The literature diversely reports on the stomatal response to
Cd stress, although stomatal closure is often regarded as a
typical response [35-37]. Shi and Cai [38] observed a Cd-
induced xerophytes-like leaf morphology with more
frequent but smaller stomata, accompanied by a reduced
stomatal conductance in peanut (Arachis hypogaea). On the
contrary Zhu et al. [39] reported that Cd-exposed Brassica
Jjuncea showed fewer although larger stomata. In both cases,
the reduced stomatal aperture only partly explained the
decreased photosynthetic activity.

Whatever the stomatal response, the Cd toxicity mostly
arises through other processes than gas exchange. In this
study, the strongest negative influence of Cd on spot
intensity was observed for photosynthesis-related proteins.
This reduced intensity was particularly observed for proteins
implied in the electron transport: chlorophyll a/b binding
proteins (ten spots down-regulated, with IF from —2.08,
spot 1584, to —11.02, spot 1517, Table 1), oxygen evolving
enhancer (five OEE1 spots and five OEE2 spots, i.e 33 and
23kDa subunits, respectively, all down-regulated, with IF
from —2.75, spot 1456, to —7.03, spot 1441) and ferredoxin-
NADP oxidoreductase (five spots down-regulated, e.g. spot
1340, two other up-regulated, e.g. spot 1338). The decrease of
the photosynthetic activity, inferred from the diminished
CO, assimilation (Table 3), is further suggested by the drop
in abundance of a FtsH protease 8, which contributes to the
turnover of the Photosystem II D1 protein [40]. These
results incline to show a major impact on proteins of the
Photosystem II, which is contradictory with a recent study
on spinach where Photosystem I was described as more
sensitive to Cd?* [4]. Among the five ATPase spots differ-
entially expressed, three were down-regulated (spots 620,
632 and 633), all of them chloroplastic ATPase. The two up-
regulated ATPase are localized in the mitochondrion,
according to the databases (spots 594 and 599). This
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suggests that photosynthetic processes are inhibited by Cd
stress, while respiration, on the contrary, is promoted.
Supporting the latter, the increase in quantity of a succinate
dehydrogenase spot was recorded (spot 418). This enzyme
takes part in the mitochondrial respiratory chain. Changes
in the abundance of TCA cycle enzymes, increased accu-
mulation of citrate synthase (spots 902 and 903) and
decreased abundance of malate dehydrogenase (spots 1200
and 1316) do not result in a consensus on how the
respiration is affected during Cd stress but confirm that
there is an effect. Consistent with an increased respiration
concomitant to a suppressed photosynthesis, an induction
of glycolysis-involved enzymes was observed: uridine
diphosphate (UDP)-glucose pyrophosphorylase (spot 597),
glycosyl hydrolase family 38 protein (spot 553), 3-phos-
phoglycerate kinase (spot 1051). Such a relation between
suppressed photosynthesis and stimulated respiration from
glucose catabolism in leaves was previously reported under
Cd stress [41], ozone stress [42], drought and heat stress [43].

Besides the inhibition of the carbon and carbohydrate
metabolism, the analysis of the leaf proteome gives clues of
an inhibited protein metabolism. The proteome change
patterns suggest reduced protein synthesis (aminomethyl-
transferase, spot 1290, and translation elongation factor EF-
G, spot 225, inhibited), reduced protein transport (2 nascent
polypeptide associated complex o chain inhibited, spots
1518 and 1752) and reduced protein degradation (protea-
some subunit PRGB inhibited, spot 1678). Modifications of
protein processes are often a way to avoid damage or to
ensure replacement of damaged molecules. Nevertheless, in
this case, the observed changes rather resulted from supply
shortage due to a reduced primary metabolism in a leaf
tissue whose growth was heavily inhibited. Interestingly, the
strongest IF in the leaf proteome was that of a phos-
phoglycerate dehydrogenase (+36.7, spot 548). This
enzyme, involved in the synthesis of several amino acids like
glycine, serine or threonine, might also play a role in the
glutathione production.

Changes in the glutathione metabolism are widely
reported to be part of most plant response to Cd [16, 44—46].
Direct measurement of this metabolism was not performed,
but indirect hints may nonetheless be considered. Two
glutathione-S-transferase were up-regulated (spots 1659 and
1667), as was a formate dehydrogenase (spot 1061); its role
is the production of reducing power (NADH). A GDP-
mannose 3,5-epimerase/NAD binding protein (spot 936),
implied in the ascorbate synthesis, was up-regulated.
Ascorbate and glutathione are coordinated in the cell by the
Halliwell-Asada Cycle. Interestingly, the strongly induced
(IF +16.7, spot 1637) 1-cys peroxiredoxin is a bifunctional
enzyme with phospholipase A2 and glutathione peroxidase
activities [47]. This denotes, as expected, an impact of Cd on
the redox status of the cell, as confirmed by the abundance
of changes in a type 2 peroxiredoxin (IF —2.09, spot 1821).
This impact could explain the changes of protein folding-
involved HSP 70 (IF —1.59, spot 1011 and +1.6, spot 357)
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and chloroplast chaperonin 21 (IF —2.23, spot 1635). This
could also indicate an impact of Cd on the integrity of
membranes, since one inositol-3-phosphate synthase (IF
—1.99, spot 572) is negatively affected. These changes, as
well as the decrease of an o-tubulin (IF —2.94, spot 1192)
might also be connected to the leaf growth inhibition in
spite of a sampling realized on fully expanded leaves.
Indeed, the Cd-treated sampled leaves presented a signifi-
cantly smaller size than control.

A stimulated potassium channel B subunit (IF +1.6, spot
1300) converged with previous results showing a significant
alteration of potassium homeostasis under Cd stress [29]. The
[K*Jieaves increased 2.3-fold compared with control plants
(Table 3). In the cambial zone, on the contrary, two B subu-
nits of K™ channels decreased in quantity, linked to the 48%
reduced [I<+]cutting' Only few reports on the regulation of
mineral homeostasis under Cd stress are available in the
literature. A recently published paper indicated no change in
K* and Mg*" content in leaves of Cd-tolerant mungbean
(Vigna radiata) under Cd exposure [48]. To our knowledge
neither the mobilization of K in leaves in response to Cd nor
the implication of a potassium channel were reported so far.

It is not surprising that Cd disturbs metal homeostasis,
even if proteomic data give little indication of it. For instance
the twofold increase of [Mg?* Jicaves (Table 3) can be linked to
the instability of photosynthesis proteins like the RuBisCo
activase that often have Mg?" as cofactor. The increased
[Mg?*] could be needed to compete with the toxic Cd*" in
order to reduce proteins misfolding and inactivation.

The comparison of these results with those from a
previous hydroponic poplar exposure to Cd [16, 17] exhibits
some common traits that were underlined above, but also
some differences. Hydroponic and soil conditions partly
affect plant physiology in differential ways, notably metal
bioavailability. This could account for a part of these
differences in the proteomic response.

For instance, a chitinase (spot 1552) was the sole identi-
fied pathogenesis-related protein affected by Cd in leaves in
this study, whereas this type of proteins was shown to
accumulate, especially on the long term (day 56), in Kieffer’s
articles [16, 17]. Cd-responsive proteins implied in oxidor-
eduction were more numerous in leaf than in cambial zone,
with an overall negative impact of the stress. When
comparing with exposure to Cd in a hydroponic system, it
appears that these protein functions are more responsive on
a shorter time scale (7-14 days) than on 56 days.

4.2 Cambial proteome response to Cd

As in leaf, the carbon metabolism is the principal biological
process altered in cambial proteome in response to Cd. The
differentially expressed proteins are partly corresponding to
the same functions as in leaf (e.g. three malate dehy-
drogenase spots 1268, 1290 and 1336; one triosphosphate
isomerase, spot 759, and one UDP-glucose pyropho-
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sphorylase, spot 752; all of them were inhibited in the
cambial zone). In addition to these proteins, the overall
changes linked with carbohydrate metabolism indicate an
impact on glycolysis and glycogenesis. Five spots of enolase
were down-regulated (e.g. spots 784, 798, 800, 802 and 816).
Three spots of UDP-glucose dehydrogenase (spots 744, 752
and 809), one phosphofructokinase family protein (spot
851), one 2,3-bisphosphoglycerate-independent phos-
phoglycerate mutase (spot 526) and one fructokinase (spot
1202) decreased, whereas two alcohol dehydrogenase (spots
1069 and 1070) increased in quantity. Two spots of o-p-
xylosidase (spots 288 and 1892) were more intensively
stained. This enzyme is reported to be analogous to
a-glucosidase [49]. Hence, the overall carbohydrate meta-
bolism was reduced.

In cambial zone as in the leaf, the great disturbance in
the carbohydrate metabolism is obviously a distal conse-
quence of Cd stress. A previous work on poplar response to
Cd showed changes in sugar content [17]. Such changes,
beyond stress symptomatology, probably take part in the
sensing and signaling of the constraint [50] even if the alarm
phase is very likely to have ceased before day 61. Most sugars
are known to improve osmoprotection during stress; this is
a role they could also play in the metal stress [51].

The protein metabolism is the second biological process
influenced by Cd stress in the cambial zone. Protein
synthesis was reduced, as attested by the decreased abun-
dance of four spots containing methionine synthase (spots
381, 383, 385 and 391), three spots containing S-adeno-
sylmethionine synthetase (spots 881, 885 and 891), an
O-acetylserine (thiol)lyase (spot 1240) and a 60S acidic
ribosomal protein PO (spot 1302). There was also one
differentially displayed spot of eukaryotic initiation factor 4A
(spot 902), and three others of elongation factor 1-y (spots
332, 892 and 911). One calreticulin-1 (spot 715) and three
protein disulfide-isomerase precursors (spots 537, 541, and
1161) related to protein folding exhibited a reduced abun-
dance. Proteolysis was also affected, with the decreased
abundance of two proteasome subunits (spots 896 and 1555)
and of a Zn-dependent leucine aminopeptidase (spot 796)
and also two more abundant a-mannosidase (spots 390 and
433) involved in the vacuolar degradation of glycoproteins.
So protein metabolism, folding and catabolism appear to be
impaired by Cd treatment.

Cd stress also induced changes in proteins involved in
cell structure and cell wall, thus related to the growth
function of the meristem. Two spots of rhamnose
biosynthesis 1 (spots 480 and 487) were less abundant; one
was more abundant (spot 481); this enzyme participates to
the production of rhamnose, an important constituent of the
cell wall [52]. Also in relation with cell wall synthesis, three
spots of phenylcoumaran benzylic ether reductase dropped
in intensity (spots 1319, 1323 and 1340). This enzyme is
strongly associated with phenylpropanoid biosynthesis in
lignifying cells of poplar [53]. One cinnamoyl-CoA reductase
(spot 1324), involved in the synthesis of lignin and a leucine-
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rich repeat protein (spot 1317) also implied in cell wall
synthesis [54] decreased in amount. Two spots of reversibly
glycosylated polypeptides (spots 1168 and 1187) dropped in
intensity; these proteins, supposed to be plasmodesmata-
associated [55], are linked to cell elongation and related to
cell wall formation, even if their precise role in the cell
remains unsolved [56]. Consistent with an inhibition of
growth, two spots containing adenosine kinase (spots 1129
and 1135) implied in nucleic acid synthesis exhibited lower
content.

According to Garnier et al. [57], Cd cytotoxicity arises
notably through three waves of oxidative stress in tobacco
cells. In the present study, in cambial tissue as it was the
case in leaves, the redox balance appears to be disturbed. A
class III peroxidase (spot 1137) was more abundant. Two 6-
phosphogluconate dehydrogenase family proteins (spots 908
and 909), involved in the glutathione metabolism, decreased
in amount, whereas a glutathione-S-transferase was more
abundant (spot 1657). The lower accumulation of a gluta-
mate decarboxylase (spot 796) was observed, but a putative
leucine aminopeptidase was identified in the same spot,
preventing any interpretation concerning this calmodulin-
binding protein that produces y-aminobutyric acid.

The suppression of cytoskeletal-linked proteins such as o
and P chain tubulin (seven spots down-regulated, e.g. spot
772) or actin (spots 977 and 990) in Cd-exposed poplar
confirms the main role of cambium as an actively growing
tissue, and the different growth rates between control and
exposed plants. Two spots of glycine-rich RNA-binding
protein (spots 1836 and 1838) appeared differentially
expressed. This protein family of post-transcriptional regu-
lators has been showed playing a role in cold acclimation of
Arabidopsis [58]. Cd induced antagonistic changes in two
putative proline-rich protein (spots 926 and 1057). These cell
wall structural proteins are reported to accumulate under
water deficit in Phaseolus vulgaris cells [59]. When the
respective EST sequences for these spots were used in
BLAST analysis, the results indicated that they contain a
“GDSL” motif close to the N-terminus. In addition two
GDSL-motif lipase/hydrolase family protein spots decreased
in amount (spots 572 and 576). These proteins could have a
role in the degradation of complex polysaccharides [60, 61].
The GDSL family has been repeatedly reported to be implied
in diverse stress responses [62].

The quantitatively most prominent information about
cambial proteome response concerns plastidial DAP.
Increased abundance in proteolytic enzymes has already
been observed in studies on poplar leaves and roots under
Cd exposure, but no influence on the abundance of DAP in
this study under hydroponic condition was observed [16]. A
total of 16 DAP spots showed a differential expression under
Cd stress (e.g. spot 1140); 12 were up-regulated, with IF up
to 5.05 (spot 398). Kato et al. [63] reported a link between
nucleoid DNA-binding protein cnd41-like protein — which is
a DAP - and the degradation of RuBisCO in tobacco leaves
during senescence. However, no differences in the expres-
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sion of DAP were observed in the leaves of poplar plants.
Although some cambium cells express photosynthetic
genes, including at least RuBisCO subunits [64], it seems
unlikely that RuBisCO degradation plays such a major role
in cambial response to Cd so as to involve about 20% of the
identified proteome changes. Therefore, the precise role of
these proteins remains intriguing.

Among the 159 Cd-affected proteins in the cambial zone,
seven have Zn as cofactor (spots 796, 1069, 1070, 537, 541,
1161 and 715), and four others potentially bind Zn (1302,
1836, 1838 and 1179). All of them, except the two alcohol
dehydrogenase and one of the two glycine-rich RNA-binding
protein were reduced in quantity. In the leaf proteome seven
out of 114 identified Cd-affected proteins need Zn for
functioning (spots 435, 1548, 1563, 1592, 1598, 1616 and
1660). When compared with the counted 2367 Zn-related
proteins of A. thaliana [65], out of 159162 entries in data-
base for this species (according to “porgn: txid3702” request
on http://www.ncbi.nlm.nih.gov), the present proportion of
Zn-related proteins affected by Cd stress did not clearly
suggest a particular and quantitative involvement of them in
the response.

The proteomic changes described in this study, when
compared with the literature, are implied in other
constraints as part of a generic stress pattern and do not
show any Cd- or even metal-stress specificity [31, 66-68].
This is not the case of the overexpression of DAP, which
constitutes a putative Cd-specific response of cambial tissue

This study focused on young fully developed leaves, as it
is probable that other leaf levels would exhibit nuances in
their response profiles, for it is known that stress response
depends on the age of the tissue [69], that Cd affects more
strongly basal leaves of spinach [4] and that some plants
achieve tolerance towards metals by preferential storage in
organs, tissues, cells or organelles [13, 70]. Besides, we
reported that lack of compartmentalization could be linked
to P. tremula x P. alba sensitivity to Cd** [29].

4.3 Conclusions

In leaves containing 84 mg Cd/kg, the Cd toxicity principally
impaired photosynthesis and primary metabolism. Conse-
quently, primary growth was reduced. The resulting loss of
photosynthates in all plant tissues, like cambium, partly
accounts for the decreased activity of these tissues. So,
cambial proteome changes resulted in part from a systemic
toxicity, and in part from the 123mg Cd/kg present
inside the tissue. The proteomics data presented here
showed contrasted responses to Cd between leaf and
cambial zone.

[t now seems important to explore whether the patterns of
the proteome response of the different tissues persist what-
ever the constraint (e.g. under drought or heat stress). If so,
the General Adaptation Syndrome description for plant
under stress could be enriched with tissue-localized markers.
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Abstract

Poplar plants were exposed during 61 days to a soil added with heavy metals so as to
contain 300 mg anJ'.kg'1 soil dry weight (SDW) or 50 mg Cd2+.kg'15DW. The Cd treatment
induced a delayed growth of poplar, whereas Zn induced no change in physiological
parameters. Both treatments resulted in a significant metal accumulation in plants. Zn** and
Cd** exhibited contrasting distribution within tissues, indicating dissimilar handling by the
plant. The main difference was the efficient compartmentalization of Zn*" in specific organ

parts: old leaves and bark, while Cd** did not exhibit such a compartmentalization.

Résumé

Des plants de peuplier ont été exposés durant 61 jours a un sol contaminé de maniere a
contenir 300 mg Zn2+.kg'1so| sec OU 50 mg Cd2+.kg'lso| sec. Le traitement par Cd cause un retard
de croissance alors qu'aucun changement dans les parameétres physiologique n'est observé
suite a l'exposition au Zn. Les deux traitements entrainent une accumulation significative de
métal dans la plante. Les distributions de Zn** et Cd** dans les tissus de la plante sont
divergentes, indiquant que la plante les gére de manieres différentes. Le Zn** se retrouve
compartimenté dans des organes spécifiques : les feuilles agées et I'écorce. La plante ne

compartimentalise pas le cd®.
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Introduction

Environmental constraints affect many aspects of plants metabolisms, impacting on their
growth and yield. Abiotic factors causing plant stresses can be linked to natural phenomena,
such as drought or can be due to anthropogenic activities, e.g. industrial discharge of heavy

metals.

In the soil the presence of heavy metals decreases microbial activity and soil fertility,
leading to inhibition of plant growth by indirect and direct effects (Gu et al. 2007). Though
some heavy metals display a high cellular toxicity, some of them can be readily taken up by
many plants, and accumulate all along the food chains. This is the case of cadmium (Cd)
(Sanita di Toppi et Gabbrielli 1999). Cd has no known physiological role, except for one Cd-
carbonic anhydrase in marine diatoms (Lane et Morel 2000). Its accumulation in the
environment is mainly resulting from industrial emissions, use of Cd-rich phosphate
fertilisers, sewage sludge spreading and runoff water from roadways. Moreover, Cd

pollution is often accompanied by zinc (Zn) pollution (Garrett 2000).

Conversely to Cd, Zn is an essential element for plants metabolisms (Sommer et Lipman
1926). After iron, zinc is the most abundant biological heavy metal, it is involved as a
cofactor in numerous enzymes activities, especially some SODs (Broadley et al. 2007).
Nevertheless, Zn can reach toxic levels, like Cd, causing a decrease in chlorophyll content
and photosynthetic activity (Gallego et al. 1996), hence decreasing growth and biomass
production (Arisi et al. 2000). Cd-hyperaccumulator species described so far are mostly
reported to also accumulate Zn (Verbruggen et al. 2009). While Cd accumulation and Cd
tolerance are two independent traits in these species (Zha et al. 2004), a co-segregation of
Cd and Zn accumulation and a co-segregation of Cd and Zn tolerance traits have been shown
in at least one of them, namely Arabidopsis halleri (Bert et al. 2003). Moreover Aravind et a./
(2005a) showed that Zn could prevent Cd toxicity in Ceratophyllum demersum. This indicates
a link between Cd and Zn homeostasis which should prompt studies to compare Cd and Zn

behavior and impact in plants.

It is generally admitted that plants do not possess specific Cd2+-transporters, except
perhaps for Cd-hyperaccumulator species (Liu et al. 2008). However, cd* is shown to

accumulate also in non-hyperaccumulator plants like poplar (Unterbrunner et al. 2007). It
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means that adventitious Cd** uptake and translocation involve molecular agents that are still

unknown (Cosio et al. 2004; Plaza et al. 2007).

In plants, the metal homeostasis imply an organised combination of mechanisms: its
uptake from soil to roots, the buffering realised by cell wall binding, the symplastic or
apoplastic pathways towards cells, the transfer from xylem to phloem and the trafficking of
metals into the cells. The same processes, associated with chelation in roots exsudates,
vacuolization and storage in specific organs like trichomes help the plant to cope with metal
excess and could avoid its potential toxicity (Zhao et al. 2000; Clemens 2001; Clemens et al.
2002; Song et al. 2003). Thus tolerance can arise from two contrasting strategies: metal
exclusion or metal accumulation, which imply two distinct sets of mechanisms (Baker 1987).
Exclusion is a more common behavior which inhibits root-to-shoot metal translocation. This
explains why most of studies performed on tree species show that heavy metals particularly
accumulate in roots (Zacchini et al. 2009). On the contrary metals accumulate more in the
aerial parts of hyperaccumulators than in their roots (Tanhan et al. 2007). Thus, root-to-
shoot metal translocation is a crucial step of metal accumulation (Papoyan et al. 2007) that
constitutes one limiting factor for the use of trees in a phytoremediation perspective.
Hyperaccumulation ability seems to depend on metal pumps and transporters (Hanikenne et
al. 2008) that ensure the final destination of metal ions in plants' organs, tissues and cells.
Hence, it appears important to understand xylem loading processes and the distribution of

heavy metals in the whole-plant.

So far published studies on woody plants and metal stress were mostly performed on
willow and poplar which present an overall ability to accumulate heavy metals like Cd and
Zn, but also Cu, Mn, etc. (Laureysens et al. 2004; Dos Santos Utmazian et al. 2007; Kieffer et
al. 2008). However scarcely any studies have attempted to describe the profile of metal

distribution among the tree organs and the wood tissues.

In this regard, we harvested poplar plants after 61 days of exposure to a soil containing
50 mg Cd.kg’lsDW, and 9.5 uM Cd in the soil solution or to a soil containing 300 mg Zn2+.kg’
lsow, and 140.4 pM in the soil solution. As plants exhibited no change in gas exchanges
despite a delayed growth for Cd stressed plants, it was possible to describe the profile of

metal distribution among the organs in a functional context.
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Materials and methods
Plant material and metal treatments

Young rooted cuttings of Populus tremula L. x P. alba L. (Populus x canescens (Aiton)
Smith) genotype INRA 717-1B4 were obtained as described in Caruso et al. (2002) from 1-
year-old cut-back stems. The plants were cultivated in a growth chamber at 21°C + 2°C, 70%
of relative humidity + 5% and an irradiance of 1000 umol.m'z.s'1 provided during 16 h per

day, they were watered each second day to field capacity.

At the beginning of the metal treatment, the 3 months old rooted cuttings were transferred
from 0.5 dm® pots to 10 dm? pots containing sand and peat moss (25:75%, v/v, pH 6.9).
Concomitantly, plants were pruned in order to make sure that the new leafy stems were
entirely formed while plants were exposed to metal. The initial soil which corresponded to
the control samples contained 72.3 mg Zn2+.kg'1 soil dry weight (SDW) and no trace of cd®.
Soils of Zn-treated plants were enriched at the beginning of the experiment with zinc in
order to reach 300 mg Zn2+.kg'1SDW whereas Cd-treated soils were enriched with cadmium in
order to reach 50 mg Cd** kg spw. During the 2 months of experiment, plants were watered

only with tap water.

At the end of the treatment, plant samples were divided into roots, cutting, new stem

entirely formed during the experiment, and leaves entirely formed during the experiment.

Leaves and stems were further separated into three groups depending on their position on
the foliar axis. The first group reassembled the mature or senescent organs which
corresponded to the region of the leaves which were already present in the bud which have
produced the newly formed tissues (low part). The second group corresponded to the young
mature organs (middle part); these leaves had achieved their growth at the time of the
sampling. The third group corresponded to the young growing tissues (high part). The cutting

was also dissected into three parts: xylem, cambial zone and bark.
Growth and water content

During the treatment, the stem height as well as the total leaf surface area were
estimated as described by Brignolas et al. (2000) on 5 replicates. The assessment of the
secondary growth was carried out through the monitoring of the time course of the plant

cutting diameter with an automatic point dendrometer described in Morabito et al. (2006).
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The leaf Relative Water Content (RWC) was calculated as follow, RWC (%) = (fresh weight —
dry weight) x 100 / (saturated weight — dry weight). The root and stem Water Content was

calculated as WC = (fresh weight — dry weight) x 100 / fresh weight.

Metal content determination in soil and plant

Metal concentration in the soil, in the soil solution and in the plant organs were
measured using a Jobin-Yvon® HR-ICP-AES as described in (Marchand et al. 2006), from 3

biological replicates.
Statistics

SPSS MANOVA was used to compare metal concentrations and metal partitioning in
organs between treatments. Relative partitioning data expressed in percentage (x%) were
transformed by arcsin(x”) before statistical analyses were completed. Physiological
measurements (primary, secondary growth, gas exchanges) were given as the mean of 3to 5

biological replicates. Statistical comparison of the means resulted from Student t-test.

Table 1. Physiological traits of Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4 after 61 days of exposure
to a soil containing 300 mg Zn.kg™ SDW (Zinc) or 50 mg Cd.kg® SDW (Cadmium). Means were
compared to control (n=3 or 5,* p<0.05).

Treatment

Control Zinc Cadmium
Totalleafarea (cm?) 6060 + 235 5249 + 578 4325+ 79 *
Stem height (cm) 982+69 79.8+4.2 72.5+£15%*
Stem diameter increase during61days (um) 11264221 1100+ 483 822 + 555
Root dry weight (g) 4.07+1.67 348+0.63 2.76+0.39
Cutting dry weight (g) 18.86 + 1.35 19.97 £2.51 14.79 £ 2.69
Stem dry weight (g) 13.33 £ 1.40 10.64 £ 0.94 7.81+£027*
Leaves dry weight (g) 29.81 +2.11 25.53 +£2.66 17.45 +0.59 *
Root Water Content (%) 86.9+13 88.8+1.0 89.7+1.0
Cutting Water Content (%) 59.8+1.2 58.8+0.8 61.7+23
Stem Water Content (%) 70.2+42 75.5+22 74.5+0.3
Leaf Relative Water Content (%) 742+2.1 73.6+0.6 75.3+03
Net CO, assimilation (pmol CO,. m?>.s!) 122+191 1143 £2.26 11.5+1.95

Stomatal conductance (mmol H,0. m?.s'!) 155.67£29.04 154.0+£27.86 190.0 +£21.78
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Results
Physiological impact of metal treatment

After 61 days of experiment, the Cd treatment resulted in the inhibition of the total leaf
area (-28%) and the stem height (-26%) of plants, whereas no significant changes occurred

under Zn exposure (Table 1).

The dry weight of roots and cutting was not significantly changed under Cd treatment,
whereas tissues entirely developed during the experiment, exhibited lower dry weight: -41%
for stem, and -42% for leaves (Table 1). Zn treatment had no effect on the dry weight of
organs. The CO, assimilation and the stomatal conductance were not affected by Cd nor by
Zn constraint. No change in organ water content occurred consequently to Zn or Cd

treatments.

The stem diameter increase, measured throughout the experiment was summarized in the
Table 1 by a final measurement. This parameter exhibited no changes under metal

treatments.

Table 2. lon content (mg.kg™'ow) in different organs of Populus tremula x P. alba genotype 717-
1B4 after 61 days of exposure to a soil containing 300 mg Zn.kg'sow (Zinc) or 50 mg Cd.kg sow
(Cadmium). Means were compared to control (n=3, **p<0.01, ***p<0.001). The relative distribution
in the plant (%) is given between brackets. nd = non detectable.

Ton Treatment Roots Cutting Stem Leaves
65.8+2.12 484 +438 61.3+19 86.6 £34
Control (4.9%) (20.5%) (17.5%) (57.1%)
702" 2243 £ 22 4*** 64.1£52%* 2404 £ 12.4%*% 4275+ 23 7***
Zinc (5.1%) (8.2%*%*) (16.5%) (70.2%**)
60.2+62 46.3+3.6 1392 £ 122%* 1437+ 12.2%*
Cadmium (3.9%) (15.2%) (24.5%***) (56.4%)
Control nd nd nd nd
cd* Zinc nd nd nd nd
. 79.0 + 8 3*** 36.7+ 3.8%** 63.8 £ 8.5%** 79.7 £ 7. 7***
Cadmium

(8.4%) (20.3%) (18.8%) (52.6%)
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Fig. 1. Concentration of Zn** (A) and Cd** (B) in the solution of soils containing 300 mg Zn.kg™
SDW (Zinc) or 50 mg Cd.kg™ SDW (Cadmium). Letters indicate differences between values (n=3,
p<0.001). Bars refer to standard error.
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Fig. 2. Zn?* content (mgkg ! DW) in leaves (A) and stem (B) of Populus tremula x P. alba
genotype 717-1B4 after 61 days of exposure to a soil containing 300 mg Zn.kg 'spw (Zinc) or
50 mg Cd.kglspw (Cadmium). Leaves and stems were separated into three parts depending on
their position on the foliar axis. High part ([J), middle part (K¥) and Low part (). Letters
indicate differences between means (n=3, p<0.05). Bars refer to standard error.
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Fig. 3. Zn?* content (mg.kg'! DW) in xylem (O), cambial zone (&) and bark ( W) of the
cutting of Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4 after 61 days of exposure to a
soil containing 300 mg Zn.kg! ¢pw (Zinc) or 50 mg Cd.kg! gpw (Cadmium). Letters
indicate differences between means (n=3, p<0.05). Bars refer to standard error.
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Fig. 4. Cd*>" content (mg.kg! DW) in leaves (A) and stem (B) of Populus tremula x P. alba
genotype 717-1B4 after 61 days of exposure to a soil containing 50 mg Cd.kg! spw.
Leaves and stems were separated into three parts depending on their position on the foliar
axis. In control and Zn-treated plants, no cadmium was detected. Letters indicate
differences between means (n=3, p<0.05). Bars refer to standard error.
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Fig. 5. Cd?" content (mgkg'! DW) in xylem, cambial zone and bark of the
cutting of Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4 after 61 days of
exposure to a soil containing 50 mg Cd.kg! gpw. In control and Zn-treated
plants, no cadmium was detected. Letters indicate differences between
means (n=3, p<0.05). Bars refer to standard error.

Metal quantification in soil and plant organs

Zinc plant content

On day 1, [Zn2+]soi| solution Was 8.3 UM in control conditions and reached 140.4 uM in Zn-
treated conditions (Fig. 1). [Zn2+]soi| solution Was not significantly altered by the addition of 50

mg Cd** kg spw treatment.

On day 61 (Table 2), under Zn treatment, while the [Zn®'] content significantly augmented,
compared to control, in leaves, stem, roots and cutting by a ratio of 4.9, 3.9, 3.4 and 1.3
respectively, the Zn®" distribution was significantly higher in leaves (+13.1%) and lower in

cutting (-12.3%). The relative Zn** distribution in stem and roots did not change.

[Zn®"] was measured in stems and leaf in 3 separated position along the foliar axis (Fig. 2).
Under control conditions, [Zn®*] presented a homogenic distribution, with a slightly greater
content in the oldest leaves; the 3 levels of stem tissue had the same [Zn2+]. Zn-treated
plants exhibited a greater [Zn®*] when the tissues are older: old leaves contained 500.4 mg
Zn** kg™'ow, i.e. 1.8 fold more than the youngest leaves, whereas the oldest part of stem

contained 281 mg Zn**.kg™pw, i.e. twice as much as the youngest part. Among the cutting
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tissues, and for all three treatments, [Zn2+]xy|em (Fig. 3) was between 3.2 and 7 fold lower
compared to [Zn2+]bark, and between 5.1 and 5.8 times lower compared to [Zn2+]cambia| Jone-
Compared to control plants, the Zn* exposure-induced highest increase of [Zn®'] in the bark
where it raised from 104.9 to 199.6 mg Zn.kg™ ow (Fig. 3). Xylem and cambial zone [Zn*']

were not significantly affected by Zn or Cd treatments.

Under Cd exposure, and compared to control, the [Zn2+]|eaf increased from 86.6 to 143.7
mg Zn.kg 'ow, but the relative distribution of Zn*" in leaves showed no variation {Table 2J.
The Cd treatment also resulted in an increase of [ZnZJ']Stem from 61.3 to 139.2 mg Zn.kg'lDW,
and modified the incorporated Zn** distribution in this organ from 17.5% to 24.5%. No
change occurred in content and distribution of Zn* in cutting and root. The quantification of
Zn in the leaves and stems collected along the foliar axis at 3 parts of distinct ages showed
that the Cd treatment induced an increase of [Zn®*] only in young mature stem, compared to

control (Fig. 2).

Cadmium plant content

No Cd** was detected in control nor in Zn-treated plants (Table 2). Under Cd exposure, Cd**
was mainly localized in leaves (Table 2) which contained 79.7 mg Cd2+.kg'1DW and represent
52.6% of the Cd** present in the plant. Woody aerial parts, i.e. 'stem' and 'cutting' contained
39.1% of the Cd taken up by the plant, with a greater [Cd*] in the stem tissues (63.8 mg
Cd* .kg™'ow). For leaves and stem organs, their position on the foliar axis had no significant

effect on the [Cd*'] (Fig. 4).

Among the cutting tissues, Cd content of the xylem was significantly lower than those in
the cambial zone or in the bark which reached 115.4 and 122.5 mg Cd2+.kg'1DW respectively

(Figure 5).
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Discussion

Young poplar plants grown in a growth chamber were exposed to a soil content of 300 mg
Zn.kg'lsDW which exceeds the natural average content of 64 mg Zn.kg'lsDW in the majority of
soils (Emsley 2003). In parallel, other poplar plants were exposed to 50 mg Cd.kg 'spw, which
corresponds to a heavily polluted soil (Peters et Shem 1992). Metal toxicity in soil has
complex dependencies towards total soil composition and, often more closely, free-ions
partition in soil solution (Sauvé et al. 2000; Oorts et al. 2006) in relation with, e.g. pH, soil
organic matter and dissolved organic carbon. Typically, less than 10% of the Zn** is under
soluble or exchangeable form in soil, hence available for the plant (Broadley et al. 2007)
whereas for Cadmium the part of soluble or exchangeable Cd varies between 2 and 20% of

total soil load (Ma et Rao 1997; Sauvé et al. 2000).
Poplar exhibits a zinc management strategy.

Under Zn treatment, [Zn2+]soi| solution reached 140.4 uM; this was 17-fold higher than the
control value. Nevertheless, the Zn treatment did not induce any change in primary or
secondary growth, in organs dry weight or water content, in stomatal conductance nor net
CO, assimilation (Table 1). Thereby the fate of Zn** within poplar organs under Zn exposure
should be considered as the result of an efficient metal homeostasis. Moreover, as
compartmentalization is part of the mechanisms involved in metal homeostasis, the metal

localization reflects the plant strategy to cope with metal excess.

[an‘”]mmS was equal to 65.8 mg Zn.kg'lDW in control and to 224.3 mg Zn.kg'lDW in Zn-
treated plants. In both cases, it represents 5% of the Zn incorporated in the plant (Table 2) ;
thus control and Zn-treated plants showed an equivalent root-to-shoot translocation of Zn**,
In above-ground parts, although [Zn*] increased in all organs, the distribution patterns were
contrasted. The Zn treatment induced a significantly increased localization of Zn** in the
leaves, where its highest value was reached. This is in accordance with existing literature
where Zn** is shown to predominantly distribute in the leaves, and particularly into
trichomes, according to Zhao et al. (2000). As P. canescens 717-1B4 presents an important
density of trichomes on the abaxial face of its leaves, the involvement of these trichomes in
Zn* handling could be investigated. While [Zn®"] exhibited a significant increase in all organs,
the relative distribution in the cutting was reduced from 20.5% to 8.2% due to a weaker

loading of Zn** in this organ. This can result from different causes: it is likely that Zn*" is not
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heavily loaded into mature xylem; the cutting tissues that developed during the 61 days of
metal exposure represent less than those already formed prior to the experiment (this is
especially true for metal incorporated in xylem that was 'diluted' in the total xylem mass). It
is noteworthy that [Zn2+]cambia| sone Was not significantly altered by Zn treatment, whereas
[Zn*"]parc Was 1.9 fold higher. This suggests an efficient targeting of excessive Zn*"in specific
tissues. Under Zn exposure, in leaf and stem, [Zn2+] reached 427.5 and 240.4 mg Zn.kg'low,
respectively. When considering leaf position along the stem and corresponding stem
sections, a significant [Zn?**] gradient could be observed (Fig. 2). Zn** was preferentially
stored in older tissues; oldest leaves contained 1.8 fold more Zn** than the youngest. Such a
[Zn**] gradient was not observed in control plants. This raises the hypothesis of an inducible

strategy for Zn compartmentalization.

The cadmium management strategy, if existing, differs from the zinc one.

The Cd treatment exposure to 50 mg Cd2+.kg'1DW that resulted in 9.5uM [Cd2+]soi| solution Was
comparable in intensity to many studies presented in the literature in hydroponic conditions
(Thomine et al. 2000; Aravind et Prasad 2005b; Mishra et al. 2006; Cosio et al. 2006; Kieffer
et al. 2008). This treatment caused a 26 to 28% reduction of the plants primary growth rates.
The organs dry weight were also reduced. However, in the same time, the secondary growth
was sustained, the stomatal conductance and the net CO, assimilation of young mature
leaves were not affected (Table 1). There were no visible toxicity symptoms on the plants to
which correlate the retarded primary growth. Since cd* actually accumulated in the tissues
while the plant showed a narrowed but healthy development, it should be considered that

the potential Cd toxicity was partly avoided.

The highest [Cd2+] occurred in leaves and stem. The determination of [Cd2+]|eaf and
[Cd2+]stem according to the position of the organs showed a continuum of the [Cd2+] along the
foliar axis. Hence, Cd was not preferentially compartmentalized in older leaves as it was
observed in Salix viminalis (Cosio et al. 2006) or in Salix fragilis (Luyssaert et al. 2001).
Among the tissues of the cutting, Cd** presented a lower content in xylem than in cambial
zone and bark. A previous study on poplar showed similar results with a greater [Cd*'] in

bark than in wood (Gu et al. 2007). To our knowledge the determination of [Cd2+]cambia| 20ne
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has never been reported so far. A measurement of metal ions content in the xylem layers

formed during the metal constraint would be informative.

Cd and Zn distribution in above ground organs of Cd- and Zn-exposed plants, respectively,
exhibited discrepancies (Table 2). Excessive Zn** was significantly more present in the leaves
than Cd** (70.2% vs 52.6%), while Cd** was more localized in the cutting than Zn** (20.3% vs
8.2%). This pattern deviance must be balanced with the 40% reduced mass of leaf organ
under Cd constraint, which is part of the plant response to Cd. The measurement of metal
content in leaf and stem according to the age and position of the organs showed that the
handling of Cd*" at the organ level does not fit in the model of the Zn* compartmentali-

zation.

Effect of Cd treatment on Zn in plant.

Results also underlined interactions or hindrances between Cd** and Zn** homeostasis.
Under the Cd constraint, although [Zn*"seii solution Was not modified compared to control (Fig.
1), significant changes occurred in Zn** distribution and content among organs (Table 2).
[Zn2+]|eaf increased by 66% and [Zn2+]5tem increased by 127%. Hence the tissues developed
and formed during the exposure to Cd showed an important increase in their [Zn®"]. In a
previous publication, we showed a 127% increase of [Zn2+]|eaf in P. canescens after a 61 day
exposure to 360 mg Cd*. kg'sow (Durand et al. — submitted in Biologia Plantarum®).
Interestingly, literature reported both decrease (Zornoza et al. 2002) or increase (Yang et al.

2004) in [Zn*]piant cOnsequently to a Cd exposure.

Cd** can disturb Zn** homeostasis in a direct or an indirect way. Indeed interferences can
intervene directly on n* transport, by a deregulation of Zn* transporters. This would be
consistent with the hypothesis of Cd®* being conveyed by unspecific —or insufficiently
specific— Zn** transporters (Bert et al. 2003; Gitan et al. 2003). Based on all current
knowledge on plant metal transporters, the existence of specific cd* transporters in plants
seems unlikely (Clemens 2006). The observed changes can also result from a rise in the

demand for Zn®" in active tissues where an increase [Zn®*] would help preventing the binding

> Durand T.C., Hausman J.-F., Carpin S., Albéric P., Baillif P., Label P., & Morabito D. Zinc and cadmium
effect on Populus tremula x Populus alba genotype 717-1B4: growth and ion distribution. Submitted
to Biologia Plantarum.
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of Cd** to biomolecules. This would be in accordance with the thesis of Cd** toxicity resulting
from the competition with Zn** and other divalent cations for the binding to biomolecules, in

plants as in animals (Waalkes et Poirier 1984; Jemai et al. 2007).

Conclusion

The Zn compartmentalization response to Zn treatment appears to be an inducible
mechanism that allows a tuned regulation of Zn homeostasis, a kind of response that is
lacking for Cd. As a consequence Cd can disturb the homeostasis of other metals: K, Mg, Ca
(Durand et al.— submitted to Biologia Plantarum) or Fe (Besson-Bard et al. 2009), as it
disturbs Zn, suggesting negative interactions between Cd** and proteins involved in these
homeostasis. The results also show that the control of Zn homeostasis is based on the

compartmentation of the metal ion in aged tissues.
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2.11 Discussion synthétique

Lors d'une contrainte métallique, la réponse de stress de la plante a plusieurs
composantes (ou dimensions) parmi lesquelles : 1) la nature du métal, 2) la dose, 3) le temps
d'exposition, 4) les conditions culturales —la réponse n'est pas identique en sol ou en
condition hydroponique (Narasimhamoorthy et al. 2007; Zabludowska et al. 2009), ni entre
le plein champ et la chambre de culture— 5) I'existence d'un stress simultané, 6) le tissu

considéré et son état physiologique.

Les données présentées ci-avant montrent qu'une exposition a des concentrations supra-
optimales n'a pas les mémes conséquences s'il s'agit de Zn ou de Cd, ni les mémes effets

selon la [Cd].

Pour aller un peu plus loin dans la caractérisation de la réponse, nous allons revoir les
résultats de I'exposition au zinc, nous allons également nous intéresser a l'effet dose du

cadmium.

2.11.1. Gestion du zinc par la plante

Dans nos expériences, des plants de peuplier ont été exposés durant 61 jours a une
concentration de 265 mg Zn.kg'150| sec- Au-dela des mesures physiologiques, une analyse
protéomique a été menée ; ses résultats n'ont pas été publiés. En effet la comparaison des
contraintes a mis en évidence une dissymétrie importante, le Cd induisant un stress sévéere
alors que le Zn, dont il est vrai que la concentration ne dépassait que légerement les
concentrations habituelles, n'avait que peu d'effets. La discussion des changements dans les
protéomes foliaire et cambial ne pouvait pas se permettre d'apprécier la spécificité liée au
Cd dans la réponse du stress métallique. |l a été décidé de ne traiter que les effets du Cd. Les
données de la réponse au traitement par le Zn sont toutefois intéressantes et seront

discutées ci-dessous.

La dose de Zn correspond a 9,1 fois celle du sol témoin (29 mg Zn.kg’) et se trouve
légérement au-dela des concentrations habituellement rencontrées dans la nature. La
concentration dans la solution du sol atteint 140,4 uM Zn**; cette concentration est de 8 Y

Zn* dans la solution du sol témoin. L'effet de ce traitement par le Zn sur les plantes est trés
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limité. Pour rappel, on n'observe aucun effet sur la croissance primaire, estimée par la
croissance apicale et la surface foliaire totale. Il n'y a pas non plus d'effet mesurable sur la
croissance radiale de la bouture initiale et pas de changement dans les concentrations ni
dans la distribution de Ca**, Mg”, K* et Fe’" dans les différents organes de la plante. Les
échanges gazeux (conductance stomatique, assimilation du CO,) restent inchangés. On
observe pourtant une accumulation du métal dans la plante : +800% dans les feuilles ol on
atteint 325 mg Zn.kg’lpoids sece ON @ montré une plus forte [Zn] dans les feuilles agées,
confirmant que I'accumulation du métal dans les feuilles est un mécanisme régulé. Dans les
tissus de la bouture, I'exposition au Zn n'a pas d'effet sur la concentration en Zn du xyleme
et de la zone cambiale. C'est au niveau de |'écorce que I'essentiel du Zn supplémentaire se

localise (+90%).

L'analyse protéomique de la feuille ou [Zn] augmente fortement, ne montre que 10 spots
protéiques différentiels. Sept d'entre eux répondent aussi a I'exposition au Cd. Les spots
spécifiques a la réponse au Zn ont été identifiés (voir tableau 2.2). Il s'agit de protéines
similaires a celles observées dans la réponse au Cd : anhydrase carbonique, light harvesting
complex protein, ATP synthase. Au niveau cambial, le profil protéomique est tres peu altéré,
ce qui est cohérent avec la [Zn] qui y reste comparable a celle des plants témoins. Seuls 10
spots protéiques sont significativement modifiés par le traitement, dont 4 le sont également

par une exposition au cadmium. Les spots identifiés sont listés dans le tableau 2.2.

Ces données physiologiques et protéomiques montrent que 61 jours d'exposition a un sol
contenant 265 mg.Zn kg'1 constituent pas une contrainte suffisante pour entrainer ce qu'il
est convenu d'appeler un état de stress chez Populus tremula x P. alba. Sans modification
substantielle de son protéome aux niveaux foliaire et cambial, sans altérer sa croissance ou
ses échanges gazeux, la plante absorbe et gére une quantité de zinc supérieure aux
conditions normales. La gestion du Zn est réalisée via une compartimentation régulée dans
les feuilles les plus agées et dans I'écorce. Il est trés probable que les racines et leur
environnement microbiologique jouent également un role de premiere importance dans la

compartimentation du zinc (Adriaensen et al. 2004; Van De Mortel et al. 2006).

Pour déterminer les aspects spécifiques de la réponse au stress induit par le Cd, il serait

intéressant de le comparer a des situations de stress déclenchés par d'autres métaux, et
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donc d'exposer le peuplier a des doses de zinc beaucoup plus massives, de I'ordre de 1000

mg.kg™.
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2.11.2. L'effet-dose du cadmium
Dans les articles qui précédent, deux doses de Cd ont été testées sur les plants de
peuplier : 50 mg Cd.kg'150| sec €t 360 mg Cd.kg'1 sol sec. CeS concentrations totales dans le sol
aboutissent a de fortes différences de concentration dans la solution du sol : 9,5 uM pour la

premiere, 20,8 UM pour la deuxieme (Figure 2.4).

On constate également un effet du Cd sur la solubilité du Zn. Dans un sol contenant
50 mg.Cd kg’1 de Cd, la concentration de Zn dans la solution du sol n'est pas affectée.
Lorsque la dose de Cd est de 360 mg.kg™, en revanche, on observe une diminution de la
concentration du Zn en solution : 4,3 uM contre 8.3 uM en condition témoin. A cette

concentration de Cd, la compétition Cd/Zn commence donc dans le sol.

Les deux doses de Cd ont des effets différents sur la physiologie de la plante. 50
mg.Cd kg™ induit un simple retard de croissance alors que 360 mg.Cd kg™’ conduit a des
chloroses, une forte inhibition de la croissance et des métabolismes primaires. Il est
intéressant de comparer la teneur en Cd dans les tissus des plantes apres 61 jours
d'exposition a ces deux doses de Cd. Dans les deux cas la [Cd] dans les feuilles est similaire
(79.7 et 83.5 mg Cd.kg™?), ce qui indique que les dommages du Cd dans les feuilles, s'ils ont
pu conduire a l'altération de I'état général de la plante ne sont qu'une cause secondaire.
Dans les autres organes considérés, la [Cd] est significativement supérieure sous la

contrainte la plus forte.

Le cas des tissus de la bouture initiale est présenté dans la Figure 2.5. Le xyleme, la zone
cambiale et I'écorce présentent des [Cd] comparables sous les deux traitements. La
distribution du métal entre ces tissus a l'issue des deux traitements est également
comparable, exception faite de la zone cambiale qui contient une portion deux fois plus
importante du Cd absorbé lors de la contrainte par 50 mg.Cd kg'l, ce qui peut s'expliquer par
le maintien de |'activité cambiale (croissance secondaire) au cours de ce traitement, alors
qu'elle est tres fortement inhibée (-95%) lors de I'exposition au sol contenant 360
mg.Cd kg™. Ces données, au niveau des tissus de la bouture invitent & penser que la toxicité
métallique est davantage le résultat d'un affaiblissement général et d'un manque de

photosynthétats plutot que celui d'une toxicité locale.
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Figure 2.4. Concentration en zinc (A) et en cadmium (B) dans la solution de sols contenant 300
mg Zn.kg ™', 50 mg Cd.kg™ et 360 mg Cd.kg™. Les barres représentent I'erreur standard. Les lettres a,b
et c indiquent une différence significative entre les moyennes (p<0.05).
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Figure 2.5. Concentration et distribution du Cd dans les tissus de la bouture initiale de peupliers
aprés 61 jours d'exposition & un sol contenant 50 mg Cd.kg™ (en blanc) ou 360 mg Cd.kg™” (en gris).
Les barres représentent I'erreur standard. Les pourcentages indiquent la répartition relative du Cd
entre les tissus.

La plus importante différence de [Cd] entre les traitements se situe dans la racine. La

concentration y est 3,2 fois plus grande sous 360 mg.Cd kg'1 que sous 50 mg.Cd kg'l.

L'accumulation de métal dans les racines est considérée comme |'un des premiers

moyens pour la plante de gérer un stress métallique (Das et al. 1997) tandis que la
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translocation vers la tige est un facteur décisif de I'hyperaccumulation (Xing et al. 2008). Le
cas du peuplier semble frontalier ; il présente une forte translocation du cadmium, mais
aussi une importante accumulation dans les racines lorsque la dose est toxique. La sensibilité
du peuplier au stress métallique semble étre déterminée en bonne partie au niveau

racinaire.

2.11.3. Le peuplier et le métal

L'utilisation du peuplier a des fins de phytoremédiation, évoquée il y a presque vingt
ans (Huiyi et al. 1991), fait depuis lors I'objet d'études qui confirment ce potentiel, générale-
ment vis a vis du cadmium et du zinc, mais aussi, par exemple, du sélénium (Robinson et al.
2000; French et al. 2006; Zalesny et al. 2006; Gu et al. 2007; Dhillon et al. 2009). On a
montré que le peuplier était également utilisable pour I'extraction de polluants organiques
persistants (Mills et al. 2006; EI-Gendy et al. 2009). La sensibilité des espéces et cultivars est
variable, ainsi Populus alba semble étre relativement sensible a I'excés de Zn (Castiglione et
al. 2007). On a proposé plusieurs approches transgéniques pour améliorer la remédiation de
la pollution par le Zn (Bittsanszky et al. 2005) ou par les polluants organiques (Van Aken

2008).

La propension du peuplier a accumuler les métaux dans ses feuilles, que I'on retrouve dans
nos résultats ainsi que dans la littérature (Sebastiani et al. 2004; Pietrini et al. 2009) le rend
impropre a une utilisation en phytostabilisation (Mertens et al. 2004), mais elle peut en faire
un bon bioindicateur de I'état de la pollution métallique des eaux et des sols (Madejon et al.
2004). Les résultats de notre étude suggerent que I'amélioration des qualités du peuplier
dans une finalité de phytoremédiation du Cd devrait passer par I'étude des transporteurs
racinaires qui présentent une affinité avec le Cd. Les mécanismes de l'incorporation du Cd
dans le bois sont également une piste de recherche importante en vue de limiter les risques

de dispersion des métaux lors de la chute des feuilles.
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Introduction au stress thermique

Définir le stress thermique

Réponse végétale aux fortes températures
Réponse moléculaire

Questions et stratégie

Screening of changes in leaf and cambial proteome of poplars under heat stress. In
preparation for submission to Journal of Proteomics.

Discussion et perspectives
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3.1. Introduction

Ces trente dernieres années, la température moyenne de la Terre a augmenté de
0,2°C par décade (Hansen et al. 2006, voir figure 3.1.) Un réchauffement de 1,4 a 5,8°C est
prévu au cours du 21°™ siecle (IPCC 2001). Si la Terre a déja connu par le passé des climats
plus chauds que celui que nous connaissons actuellement, le changement en cours dépasse
nettement tous ceux qui sont survenus ces 4 derniers millions d'années en terme de vitesse
et d'amplitude (Overpeck et al. 2005). Son imputation a I'activité humaine ne fait plus guere
débat, et, de maniéere simplifiée, le réle du CO, atmosphérique semble prépondérant (Cox et

al. 2000).

-y
i —<

1900

- madels using only natural forcings — ODSETVANONS
models using both natural and anthropogenic forcings
Figure 3.1. Changement climatique observé a I'échelle globale et continentale. La courbe
noire indique I'évolution d'une moyenne de température décennale entre 1906 et 2005

(IPCC Fourth Assessment Report [AR4] 2007)
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La teneur atmosphérique en CO, était de 280 ppm avant |'ére industrielle (avant I'an
1750), elle est aujourd'hui de 370 ppm et augmente de 1,5 ppm par an (IPCC 2001). Cette
augmentation est due au déstockage de 5,5 Gt de carbone par an par la combustion des
énergies fossiles, ainsi que 1,4 Gt de carbone libéré par la déforestation. Le niveau
atmosphérique du CO, n'a jamais été aussi élevé depuis au moins 200 000 ans (Mortier
1995) et il pourrait atteindre le double de sa valeur actuelle, soit 700 ppm, a la fin du 21°%me
siecle (Schimel 1995).

Le changement climatique a de nombreuses conséquences sociologiques, politiques,
économiques, médicales et biologiques (Yohe et al. 2007); il s'est imposé ces vingt derniéeres
années dans la littérature scientifigue comme une problématique de premier ordre (figure
3.2).

7000

6000

5000 |

4000

3000

2000

Nombre de publications

1000 r

0

1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010
Années

Figure 3.2. Accroissement du nombre de publications scientifiques traitant ou évoquant le
réchauffement climatique entre 1992 et 2008 (source : Isi Web of knowledge®, critére de
recherche : "global warming" or "climate change" le 15.07.09).

Le régime thermique est un parameétre déterminant en biologie. La température est
I'un des principaux facteurs de différentiation des populations sur les gradients d'altitude ou
de latitude (Saxe et al. 2001). L'existence de I'hnoméothermie chez les animaux illustre
I'importance du parametre thermique dans le succes ou I'échec écologique des especes. A
I'échelle de l'organisme, la température va influencer plusieurs parametres tels que la

solubilisation des gaz dans I'eau ou les tissus biologiques, la fluidité des membranes, la

1http://proxv.bnl.lu:2328/UA GeneralSearch input.do?product=UA&search mode=GeneralSearch&SID=T28c
dh5L3A@DiMc7pel&preferencesSaved=
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structure et donc le fonctionnement des protéines, le taux du métabolisme via la vitesse des
réactions enzymatiques, et le statut hydrique. A I'échelle d'un écosysteme, la température
détermine notamment la production primaire nette. Elle affecte en effet les niveaux de
photosynthése, de respiration et de minéralisation des nutriments dans le sol, ainsi que la

phénologie et I'acclimatation thermique au froid hivernal (Saxe et al. 2001).

Du point de vue de la physiologie végétale, le réchauffement global présente deux aspects
a considérer. Le premier aspect est une élévation moyenne des températures a |'échelle
mondiale. En réponse, le printemps (phénologique) d'un grand nombre d'espéces débute de
plus en plus précocement, avancant de 2 a 5 jours par décade dans les écosystéemes
terrestres de I'hnémisphére nord (Cleland et al. 2007). D'aprés la méta-analyse de Parmesan
& Yohe (2003), 62% des 1 700 taxons étudiés (dont plus de 530 espéces végétales) montrent
un décalage dans le temps de la reproduction et des migrations, avec un déplacement des
populations en direction des pdles de 6 km par décade. Le plus souvent, une augmentation
de la température moyenne accroit la respiration de la plante davantage qu'elle n'accroit la
photosynthése lors d'expériences a court terme. Sur le long terme, toutefois, I'équilibre
respiration/photosynthése ne semble pas modifié (Dewar et al. 1999). Récemment, Lenoir et
al. ont confirmé que le changement climatique s'accompagne d'un glissement des optima
thermiques de la physiologie des plantes forestiéres (Lenoir et al. 2008). Par conséquent
I'allongement de la période de végétation, associé a la plus grande teneur en CO, de
I'atmosphére (bien souvent facteur limitant de la photosynthése), induit un gain net de
production des végétaux, en particulier des arbres. De plus, I'accroissement de la teneur
atmosphérique en CO, augmente de maniere générale la température optimale de Ia
photosynthese (Brooks et Farquhar 1985) et, en améliorant I'efficience d'utilisation de I'eau,
devrait réduire la sensibilité de la photosynthese aux contraintes hydriques (Chaves et
Pereira 1992). Par ailleurs, la réduction de I|'évapotranspiration occasionnée par
I'accroissement de la teneur atmosphérique en CO, devrait, d'apres les modélisations,
réduire le réchauffement estival des régions a fort couvert végétal (Levis et al. 2000).

Ce premier aspect n'est pas particulierement menagant pour la survie des végétaux, méme
si cet effet 'positif' du changement climatique est moins évident pour les écosystemes
tropicaux ou les espéces rencontrent davantage de probléemes de saturation lumineuse (Saxe

et al. 2001). Par ailleurs l'avancement du printemps phénologique peut avoir pour
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conséguence une exposition des bourgeons a des gelées tardives qui se traduisent par des
pertes de production.

Le deuxieme aspect du changement climatique, au-dela d'une élévation de la température
moyenne, consiste en l|'accentuation des événements extrémes (Easterling et al. 2000;
canicules et leurs "nuits chaudes", sécheresses, inondations ; Alexander et al. 2006). Ces
derniers ont un impact particulierement fort sur les écosystémes, modifient les équilibres
entre compétiteurs, et peuvent conduire a des extinctions locales (Hughes et al. 2003;
Thuiller et al. 2005). Les phénotypes tolérants aux stress vont donc étre favorisés (Bijlsma et
Loeschcke 2005), et certains auteurs posent la question de |'existence d'une évolution des
espéces en réponse au changement climatique (Parmesan 2006; Gienapp et al. 2008). Les
perspectives actuelles laissent craindre la disparition de prés d'un quart des espéces de la
planéte d'ici a 2050 (Thomas et al. 2004).

Dans ce contexte alarmant, il est important de comprendre comment les plantes, premier
maillon des chaines trophiques dont dépendent directement 75% des humains, sont
capables de réagir a ces changements a venir. L'étude des essences ligneuses présente un
autre intérét puisque leur photosynthese assure 70% de la fixation du carbone émis par les
écosystémes terrestres (Melillo et al. 1993). Elle constituerait un moyen de fixer le carbone
atmosphérique dans le but de limiter |'effet de serre (Ward et Kelly 2004).

En paralléle, la respiration des végétaux, qui s'accroit avec |'élévation des températures,
rejette chaque année dans I'atmosphere 30 a 80% du carbone photosynthétique, soit
environ 60 Gt de carbone (Schimel 1995). Si I'on compare ce chiffre aux rejets de 7 Gt de
carbone anthropique, on mesure l'importance de prévoir I'évolution prochaine du
métabolisme des végétaux pour modéliser les changements atmosphériques qui sont de

premiére importance dans |'évolution du climat.
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3.2. Définir le stress thermique

Une température assez extréme pour tuer un organisme sans qu'il existe pour lui de
moyen de survivre est un cas hors limite dans le cadre d'une étude qui vise a élucider les
mécanismes d'accoutumance. La plupart des auteurs s'accordent a confiner le stress
thermique dans les limites réalistes des températures auxquelles les plantes sont amenées a
faire face dans un habitat donné.

En conditions naturelles, un stress d( a une élévation de température est rarement un
phénomeéne isolé. Il est souvent associé a un fort rayonnement solaire, et la température des
feuilles dépasse souvent celle de I'air ambiant de 5 a 15°C (Braun et al. 2002). A cet égard on
note que le Photosystéme 2 (PSIl) est le complexe protéique le plus sensible a ce type de
contrainte (Yoshioka et al. 2006). En temps normal, 80 a 90% de I'énergie lumineuse regue
par la plante n'est pas utilisée pour la photosynthese. Elle est dissipée par fluorescence de la
chlorophylle ou via un quenching1 non photochimique, le cycle des xanthophylles, avec
dissipation de chaleur (Demmig et al. 1987; Johnson et al. 2008). Un stress en général, un
stress thermique ou lumineux en particulier, en limitant la conversion photochimique, va
accroitre la part d'énergie a dissiper et donc augmenter sensiblement la température de la
feuille (Lichtenthaler 1998). Une plante exposée a la chaleur mais qui a accés a suffisamment
d'eau aura la possibilité de maintenir ses stomates ouverts afin que I'évaporation abaisse la
température des feuilles, ce que I'on appelle le 'transpirational cooling' (Salvucci et Crafts-
Brandner 2004). L'effet peut dépasser 10°C (Jones et al. 2002). Dans la nature, contraintes
thermiques et hydriques sont souvent liées. Cette réponse de la plante a une forte
température peut avoir pour conséquence d'accélérer l'installation d'une carence en eau.
Lorsque I'eau manque, le 'transpiration cooling' n'est plus possible : la contrainte thermique
devient plus importante. Pour autant la combinaison des contraintes est une situation
habituelle pour les plantes ; au niveau de l'activité photochimique un stress hydrique peut
avoir un effet bénéfique sur la réponse aux contraintes thermiques et lumineuses (Havaux
1992).

En terme de contrainte thermique, un arbre comme le peuplier, de par son aire de
répartition, n'est pas particulierement soumis a des températures élevées. La plupart des

publications s'intéressent a sa réponse aux basses températures (Sakai et Sugawara 1973;

T
"étanchement"
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Sagisaka 1974; Cleve et Apel 1993; Renaut et al. 2004; Begum et al. 2008; Cocozza et al.
2009), et plus rares sont celles qui I'étudient dans un contexte de température élevée
(Ferreira et al. 2006; Behnke et al. 2007). Pourtant les épisodes de canicule comme celui
observé en France en 2003 risquent de se multiplier. A cette occasion la station Météo-
France de Bourges avait enregistré des pics de température de 40°C s'étalant sur six jours
(Figure 3.3). On estime |'étendue de l'optimum thermique d'une plante a environ 10C°
(Mahan et al. 1995). La température optimale du peuplier se situant vers 25°C (Bassman et
Zwier 1991), 40°C dépasse manifestement la fourchette de son optimum. On peut donc

parler de contrainte thermique.
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Figure 3.3. Températures relevées a la station Météo-France de Bourges en aodt 2003
(Météo-France).

Le cas de la canicule de 2003 en France, par son intensité et sa durée, dépasse tout ce
qui a été enregistré depuis 1897 (Landmann et al. 2003). Les conséquences sur les foréts ont
été rapidement visibles, avec des chutes de feuilles, d'aiguilles, de rameaux, et le
brunissement des feuillages (source : Département de la Santé des Foréts). Le peuplier, avec
les bouleaux et les charmes, figurait parmi les essences les plus sensibles. En outre les arbres
affaiblis peuvent devenir la cible d'insectes ravageurs ou d'autres pathogenes qui

démultiplient les dégats causés par la contrainte hydro-thermique (Landmann et al. 2003).

Chapitre 3 : Le stress thermique

—
(@)
ol



3.3. Réponse végétale aux fortes températures

En dehors de la problématique du réchauffement climatique, la vie sur Terre peut
s'accommoder de températures extrémes qui s'étendent de -70°C jusqu'a 121°C (Kashefi et
Lovley 2003; Cowan 2004). Toutefois la limite supérieure permettant le maintien de la
croissance et du développement est estimée a environ 60°C pour les eucaryotes, 48°C pour
les plantes (Rothschild et Mancinelli 2001), cf Tableau 3.1. Les plantes sont parfois soumises
a des régimes thermiques de grande amplitude. Certaines espéces de Sibérie connaissent
des températures estivales qui peuvent atteindre 30°C et des hivers ou les températures
avoisinent -70°C, soit une amplitude de 100°C (Iba 2002). On appelle thermotolérance la
capacité de certains organismes a résister a I'exposition a une température significativement
éloignée de leur optimum. Il existe une thermotolérance constitutive (ou basale), qui est
immédiate et dépend en grande partie du niveau d'expression constitutif des protéines de
maintenance (chaperonnes, HSP cognates....). On a montré l'intervention du niveau d'acide
salicylique dans le déploiement de la thermotolérance basale chez A. thaliana (Clarke et al.
2004). Lorsque la plante est exposée a une température excessive pendant une durée
suffisante, , la réponse a la contrainte peut aboutir a un ajustement de sa physiologie qui
retrouve son efficacité a cette température. Cette accoutumance est un processus a moyen
terme qui s'installe en continuité avec I'état de stress.

On parle de thermotolérance acquise quand un changement métabolique, physiologique,
morpholohique, etc. induit par une contrainte confére a la plante une performance accrue
en termes de survie, de reproduction ou de croissance lors d'un épisode ultérieur de stress.
La réponse de la plante peut ainsi étre 'amorcée' par une exposition a une température
sublétale (Levitt 1980; Kapoor et al. 1990; Vierling 2003; Larkindale et al. 2005a), ou a un
stress hydrique (Arora et al. 1998; Gonzalez-Cruz et Pastenes 2008). Certaines réponses de la
plante semblent exclusivement orientées vers la tolérance acquise car elles ne s'initient
gu'en période de recouvrement, donc aprées la contrainte (Plieth et al. 1999).

L'accoutumance thermique semble avoir évolué en réponse aux changements de la
température diurne, ce qui explique le caractére éphémere de la tolérance qu'elle apporte ;
la plupart des modifications impliquées dans I'accoutumance thermique sont réversibles en
I'espace de 24 heures (Gulen et Eris 2003). On observe aussi que la thermotolérance du PSII
est variable au cours de la journée et augmente avec la température ambiante, avec des

différences pouvant atteindre 12°C (Braun et al. 2002) en constante relation avec
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I'ajustement du potentiel osmotique par le niveau de sucres (Hive et al. 2006). Chez
Loiseleuria procumbens une modification de la température ambiante de 3°C augmente la
thermotolérance de la feuille de 0,6°C (de 49,4 a 50°C) et provoque un déplacement du seuil
supérieur de thermo-photoinhibition de 3°C (Braun et al. 2002). La thermotolérance peut
étre limitée a un stade de la vie de l'organisme, comme la larve de moustique qui, seule,
supporte I'hiver (Ragland et al. 2009), ou les graines de plantes pyrophiles qui résistent au
feu pour ensuite germer et pousser dans un environnement modifié présentant une faible
pression de compétition. Ceci montre que I'organisme, méme sensible, posséde un potentiel
de réponse a des températures extrémes.

En I'absence de tolérance, le stress thermique conduit a divers dommages : une
coagulation du protoplasme, une liquéfaction des lipides, une perturbation de l'intégrité
membranaire, ou encore une dénaturation des protéines (Arora et al. 1998). L'un des

premiers symptoémes observé est cependant une inhibition de la photosynthése.

Tableau 3.1. Température seuil pour la croissance de certaines especes agronomiques
(Wahid et al. 2007).

Crop plants Threshold temperature (°C) Growth stage References

Wheat 26 Post-anthesis Stone and Nicolas (1994)
Comn 38 Grain filling Thompson (1986)

Cotton 45 Reproductive Rehman et al. (2004)
Pearl millet 35 Seedling Ashraf and Hafeez (2004)
Tomato 30 Emergence Camejo et al. (2005)
Brassica 29 Flowering Morrison and Stewart (2002)
Cool season pulses 25 Flowering Siddique et al. (1999)
Groundnut 34 Pollen production Vara Prasad et al. (2000)
Cowpea 41 Flowering Patel and Hall (1990)
Rice 34 Grain yield Morita et al. (2004)

Température & photosynthése
La photosynthese est trés vite affectée par un changement de température (Camejo et al.

2005). Le processus photosynthétique le plus sensible aux stress en général, au stress
thermique en particulier, est le photosysteme 2 (PSll) (Havaux 1992; Tang et al. 2007;
Murata et al. 2007). Le complexe producteur d'oxygene (Oxygen Evolving Complex : OEC) du
PSIl est le composant le plus thermolabile de I'appareil photosynthétique. L'oxydation de
I'eau en oxygene dans le lumen du PSII nécessite I'activité de métalloproteines contenant 4
Mn®* (McEvoy et Brudvig 2006), stabilisés par plusieurs protéines extrinséques du OEC
sensibles a la chaleur, notamment PsbO, PsbP et PsbQ. Le stress thermique provoque la

perte de ces protéines extrinséques et de deux Mn?®*, conduisant a l'inactivation du PSII
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(Allakhverdiev et al. 2008). Parmi les composants intrinseques du PSlI, la protéine D1 est la
plus fragile et peut se cliver dés 40°C quand les autres protéines restent intactes (Yoshioka et
al. 2006). Les mémes modes d'inactivation sur les mémes acteurs moléculaires se produisent

lors d'un stress lumineux (Ohnishi et al. 2005).

Le transport d'électrons entre les photosystémes PSll et PSI, réalisé par le Light Harvesting
Complex 2 est inhibé dés 35°C (Pastenes et Horton 1996; Busch et al. 2008; Shibata et al.
2008). La thermotolérance du PSll est liée a la stabilité des thylakoides dont les membranes
subissent une réorganisation dans l'intervalle 35-45°C (Nishiyama et al. 2006). Les
dommages irréversibles n'interviennent généralement qu'au-dela de 45°C (Sharkey 2005;

Haldimann et Feller 2005).

L'une des autres causes de la réduction de la photosynthese par une température élevée
est l'inhibition de la RuBisCO activase, ce qui empéche la fixation du CO, (Law et Crafts-
Brandner 1999; Salvucci et Crafts-Brandner 2004). La solubilité du CO, est également en
cause car elle est réduite, méme a des températures qui n'affectent pas la RuBisCO activase
ni le transport d'électrons des photosystémes (Crafts-Brandner et Law 2000). Enfin la
contrainte thermique provoque la production d'espéces actives de I'oxygéne qui peuvent
causer des dommages aux biomolécules et inhiber leur réparation et leur remplacement

(Allakhverdiev et al. 2008).

A cette réaction a court terme peut succéder une réponse d'accoutumance visant a
rétablir une efficacité maximale, d'une maniére qui est encore mal comprise (Ow et al.
2008). Par exemple quand des plants de pois cultivés a 25°C ou bien accoutumés 5 jours a
35°C sont placés a 45°C, tous subissent une baisse de la photosynthese nette similaire, une
baisse de plus de 80% en corrélation avec une diminution d'activité de la RuBisCO. Le
prétraitement n'a donc pas d'effet sur cette inhibition. En revanche, les plants accoutumés a
35°C obtiennent un meilleur rétablissement de la photosynthése apres la contrainte
thermique (Haldimann et Feller 2005). Les auteurs expliquent cela par une stabilité des
membranes des thylakoides accrue par I'accoutumance a 35°C, qui va limiter les dommages
a lI'appareil photosynthétique. L'accoutumance de la photosynthese semble également liée a

la concentration en azote, un parametre assez peu étudié (Ow et al. 2008).
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Température & respiration

Trente a 80% du carbone photosynthétique est consommeé par la respiration de la plante.
Cette respiration représente 30 a 65 % des sources de CO, a I'échelle des écosystemes, le
reste étant d0 a la respiration hétérotrophe (Reichstein et al. 2002). Les rapports entre
respiration et température ambiante présentent donc un intérét majeur dans le cadre du
changement climatique et de la question des équilibres du carbone. Ces rapports sont assez
complexes et sont liés a d'autres parameétres : surface spécifique des feuilles, concentrations

en sucres et en azote (Lee et al. 2005).

La respiration diminue apres une courte exposition (moins d'une heure) a une température
élevée (Bolstad et al. 2003). Sur un plus long terme, qui permet une accoutumance de la
plante a la température, on observe aprés retour a une température moyenne qu'une
exposition a une température élevée va réduire la respiration, alors qu'une exposition a une
température basse va l'augmenter (Atkin et Tjoelker 2003). En pratique, des plantes
originaires de climats froids ou de hautes altitudes, quand elles se développent dans un
milieu plus commun présentent une respiration nocturne ou une concentration en azote
dans leurs feuilles plus importantes que les espéces originaires de climats plus chauds
(Oleksyn et al. 1998). Il existe donc, au moins chez certaines plantes, un changement
métabolique qui tend a compenser |'effet d'une modification durable de la température sur

la respiration, en particulier dans les tissus en développement (Ow et al. 2008).

En dehors de la respiration cellulaire habituelle, les stress peuvent induire I'augmentation
de la photorespiration (Noctor et al. 2002; Bagard et al. 2008), ce qui constitue une voie
métabolique alternative de dissipation des équivalents réducteurs. Elle limite la production

de ROS dans la cellule et évite ainsi le stress oxydant (Juan et al. 2005).
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3.4. Réponses moléculaires

Il existe de nombreuses molécules dont I'effet sur la thermotolérance a été prouvé :
I'acide salicylique aurait un role dans la thermotolérance basale mais pas dans la tolérance
acquise (Larkindale et Knight 2002b; Clarke et al. 2004). L'éthylene pourrait agir via une
réduction du stress oxydant (Nie et al. 2002; Dziubinska et al. 2003). L'acide PB-
aminobutyrique améliore la thermotolérance de A. thaliana (Zimmerli et al. 2008) sans lien
apparent avec l'acide salicylique ou I'éthyléne. Le tréhalose augmente la viscosité
intracellulaire et améliore la thermostabilité des protéines (Hottiger et al. 1994). L'ascorbate
peroxydase et la catalase réduisent les dommages membranaires (Chakraborty et Tongden
2005). L'isopréne est également une molécule tres étudiée dans ce contexte (Penuelas et al.
2005; Velikova et Loreto 2005; Behnke et al. 2007) et dans celui, apparenté, du stress
oxydant (Vickers et al. 2009). Parmi les molécules ayant un impact sur la tolérance a la
chaleur on peut également citer I'ubiquitine (Ortiz et Cardemil 2001; Kurepa et al. 2003), les
lipocalines (Frenette Charron et al. 2002; Frenette Charron et Sarhan 2005), les
thioredoxines h (Ferreira et al. 2006), etc. La rhizosphere peut également jouer sur la
thermotolérance (McLellan et al. 2007) ; par exemple la synthése d'inhibiteur de HSP90 par
Paraphaeosphaeria quadriseptata provoque une augmentation de |'expression de HSP101 et

HSP70 chez A. thaliana, ce qui lui confére une meilleure thermotolérance.

Les plantes possédent une importante gamme de facteurs de transcription répondant a la
chaleur, les Heat Shock Factors (HSF, Baniwal et al. 2004) qui se lient a la séquence
consensus 'nGAAnNnTCCn’ que I'on trouve dans le promoteur de nombreux génes de défense.
Leur activité est étroitement liée au niveau de H,0, (Miller et Mittler 2006). L'une des
principales réponses a la chaleur induite par les HSF est |'expression de Heat Shock Proteins
(HSP, Gurley 2000; Sung et al. 2003; Huang et Xu 2008). |l s'agit de protéines chaperonnes
ayant avant tout un role de protection. Elles sont parmi les protéines les plus anciennes et
les plus conservées dans le monde vivant (Feder et Hofmann 1999). Elles protégent
notamment la chalne de transport d'électrons lors d'un stress thermique, améliorant la
thermotolérance de la plante (Heckathorn et al. 2002). Les HSP n'ont pas seulement un role
de protection contre la dénaturation, elles sont capables de désagréger les protéines

(Weibezahn et al. 2004).
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Il existe 5 familles de HSP : HSP100, HSP90, HSP70 (famille DnakK), les chaperonines
(HSP60 et GroEL) et les sHSP (12 a 40 kDa) (Waters et al. 1996; Sung et al. 2003). Certaines
d'entre elles (des HSP70 en particulier) sont exprimées de maniere constitutive : les Heat
Shock Cognates. Une cellule en état de fonctionnement normal exprime des HSP qui
assurent des fonctions importantes pour la conformation, I'assemblage, le transport et la
dégradation des protéines (Lindquist 2003). Ainsi certaines HSP90 participent a I'assemblage
et la maintenance du protéasome (Imai et al. 2003) quand des HSP70 marquent les
protéines destinées a étre dégradées par le protéasome (Hartl 1996). On a observé
I'expression de HSP a des moments et des localisations clefs du développement de la plante,
notamment en relation avec I'accumulation de protéines de stockage (Lubaretz et Nieden

2002; Su et Li 2008).

Le role des HSP dans la thermotolérance n'est plus a démontrer (Kumar et al. 1999). La
protéine HspA a par exemple la faculté de se lier aux membranes des thylakoides soumis a
un stress thermique et de renforcer leur stabilité (Nitta et al. 2005). Toutefois, si elles sont
manifestement indispensables aux réponses a court terme, les HSP ne semblent pas
impliquées dans le phénomene d'accoutumance (Tanaka et al. 2000; Nishiyama et al. 2006)
qui serait davantage lié aux niveaux d'expression des protéines extrinseques du OEC comme
PsbO (Ferreira et al. 2006) ou a la stabilisation des membranes des thylakoides (Haldimann

et Feller 2005).
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3.5. Questions et stratégie

Dans le cadre de cette these, nous cherchons a établir un schéma de la réponse
physiologique et protéomique du peuplier soumis a une contrainte thermique. Comme dans
le chapitre précédent et dans celui qui suivra, une comparaison est effectuée entre la

réponse foliaire et la réponse cambiale.

Les expériences ont été réalisées dans le but de répondre a trois questions principales :

Quels changements physiologiques se produisent chez le peuplier lors d'une exposition

prolongée a une forte température réaliste ?
Quels changements protéomiques interviennent dans la feuille et dans le tissu cambial ?

Quel est I'effet d'un pré-traitement thermique sur les réponses du peuplier ?

Durand T.C., Sergeant K., Planchon S., Carpin S., Label P., Morabito D., Hausman J-F.,
Renaut J. Screening of changes in leaf and cambial proteome of Populus tremula x P. alba
genotype 717-1B4 under heat stress. In preparation for submission to Journal of
Proteomics.
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Abstract

Young poplar plants were exposed to different heat regimes and proteomics analyses were

done on both leaf and cambial tissues. The responses of both tissues were compared.

Young poplar plants were exposed to a rapid heat constraint at 42°C (heat shock HS) alone
or preceded by a stepwise increase in temperatures (heat gradient HG). Physiological and

proteomic changes were analyzed.

The heat treatments negatively affected the photosynthetic rate while increasing the
stomatal conductance. In the leaf, the HS had an impact on some photosynthetic proteins,
and particularly induced an increase in abundance of proteins of the oxygen evolving
complex. On the other hand, the HG reduced carbohydrate metabolism and induced germin-

like proteins.

In the cambial zone, the HS caused a decrease in sucrose synthase content and in enzymes
related to protein synthesis. The main effect of HG was the accumulation of thaumatin-like
proteins as well as an increase in the abundance of proteins involved in the carbohydrate
metabolism. Furthermore, both tissues underwent changes of content of heat shock
proteins, but more importantly, of peroxiredoxins. The results show more ‘longer-lasting’

changes in leaf and cambial proteomes in response to HS compared to HG.

Keywords: Cambium, Heat stress, Poplar, Proteomic.
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1.Introduction

Temperature is one of the major determinants of the global and local distribution of
species on the Earth (Atkinson et al. 1987). Although different hypotheses result in a certain
range of magnitude, global climate change is likely to be accompanied in temperate regions
by an increase in the frequency and intensity of heat waves, as well as warmer summers and
milder winters (Seager et al. 2007). Therefore, plants are likely on the one hand experience
higher average annual temperatures and on the other hand to be more and more frequently
exposed to excessive temperatures during more or less long heat spells in some of the
world's regions (Easterling et al. 2000). The response of plants to such thermal regimes
implies a short-term structural protection of the metabolism to cope with heat waves and,
on the long run, a hardening achieved through the modification of the metabolic equilibria

to fit with the shift in average temperature (Kaur et al. 2009; Lee et al. 2009).

Contrary to localized (often anthropogenic) abiotic stresses (e.g. salt or metal pollution),
heat stress is intimately linked with other environmental constraints such as drought or
excessive irradiation, that generally exacerbate its physiological effects (Mittler 2006a). Even
in the current climate heat stress is already responsible for important yield losses (Maestri et
al. 2002). The adverse effect of heat on plant metabolism is primarily due to damage to the
photosynthetic machinery, especially the photosystem Il, and to impairment of the Calvin
cycle caused by the inhibition of RuBisCO activase and the reduced solubility of CO, (Crafts-

Brandner et Salvucci 2000; Salvucci et Crafts-Brandner 2004).

The response of a plant under stress presents generic patterns (e.g. synthesis of
antioxidants, chaperone proteins) and more specific aspects linked to the specific nature and
the intensity of the stress. These response patterns are furthermore modulated by the
phenological or developmental stage of the plant and by previous variations in
environmental conditions to which the plant was exposed. To avoid heat damage, plants
possess a wide range of morphological and molecular responses. By stomatal opening the
leaf temperature can be reduced in a process called transpiration cooling, resulting in
improved heat resistance and yield (Radin et al. 1994). Heat tolerance can also be achieved
through the production of proteins and metabolites able to improve the stability of
membranes, the functioning of enzymes and the repair of molecular damage (Haldimann et

Feller 2005; Allakhverdiev et al. 2008).
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The long-term heat stress response of plants, heat acclimation, seems to essentially rest
upon the plasticity of organs still in development. Newly formed tissues present a greater
capacity of respirational and photosynthetic acclimation than tissues which developed
before the change in temperature (Stitt et Hurry 2002; Atkin et Tjoelker 2003). This can be
explained by the ambivalent role of certain stress-responsive proteins which take part in
developmental processes (Dafny-Yelin et al. 2008; Perez et al. 2009). An acquired tolerance
is defined as the enhanced survival induced by a previous and usually milder stress episode
(Lin et al. 1984; Lindquist et Craig 1988). The benefits of previous moderate heat exposure
on plant survival to extreme temperatures have been described previously (Larkindale et
Vierling 2008; Kaur et al. 2009a) but our knowledge on the mechanisms that underlie this

acquired thermotolerance remains far from complete (Timperio et al. 2008).

There is a need for an untargeted search for proteins involved in the acclimation response
to elevated temperatures in trees. The proteomic approach has already been used to study
changes in the proteomes of trees exposed to a variety of stresses (Bohler et al. 2007; Xiao
et al. 2009; Bonhomme et al. 2009a; Kieffer et al. 2009b), and poplar is considered as a
suitable model tree for such studies (He et al. 2008; Renaut et al. 2008a). Furthermore, in
order to have a complete view on acquired thermotolerance, tissue specific responses need

to be discerned from general adaptive patterns.

The mechanisms involved in metabolic defence partly depend on physiological status,
stress sensing and signalling pathways. Accordingly, stress tolerance arises through
molecular responses, the patterns of which rely on cell and tissue specific structures. Such
tissue-specificity studies in plants are few, especially concerning the cambium. In the context
of current and future climate changes, and with the public concern on atmospheric CO,
levels, most scientific programs have focused on the study and on the prediction of
photosynthesis adaptations, and thus on the study of the response of leaf tissue to heat
(Yordanov et al. 1995; Allakhverdiev et al. 2008). The cambium has a prominent role in the
continental 'carbon trade’, as the tissue where secondary growth is initiated and maintained
and consequently the site where long-term fixation of carbon in woody tissues is regulated.
The comprehension of its peculiar reaction to high temperature must be improved,
especially since studies on thermal topics often deal with cambial reactivation after winter

dormancy (Begum et al. 2008).
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The present study aims at comparing the effect of a heat shock (42°C for 48h) with the
effects of a progressive increase of the temperature on physiological parameters and on the

proteomes of leaf and cambial tissue of young poplar plants.
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2. Material and methods

2.1 Plant material

Rooted cuttings of Populus tremula L. x P. alba L. (Populus x canescens (Aiton) Smith)
genotype INRA 717-1B4 were planted in 10 dm?® pots filled with a sand-peat moss soil
mixture (25:75, v/v, pH 6.9) in a growth chamber. Control conditions were settled at 22°C,
70% of relative humidity, and irradiance of 1000 pmol.m™.s™ provided during 16 h per day.
The rooted plantlets had a leaf total area of 1725 + 125 cm? in average at the beginning of

the experiment. Plants were watered at field capacity.

2.2 Temperature treatments and tissue sampling

Poplar plants were submitted to two different temperature treatments (Figure 1). The Heat
Shock (HS) treatment consisted in a rapid increase of the temperature from 22°C to 42°C
within 2 h, the 42°C temperature was maintained 48h, then the temperature was dropped
back to 22°C within 2 h and maintained during the 7 days of the recovery period. The Heat
Gradient (HG) treatment consisted in a heat pretreatment (progressive increase of the
tempertaure from 22 to 30 °C during three whole days), followed by the same heat
treatment described as HS, i.e 48 h at 42°C followed by 7 days at 22°C. Plants were taken for
tissue sampling at days 3, 5 and 12. Young fully expanded leaves were chosen for proteomic
analysis. After stem lyophilisation, the bark was excised and the cambial zone was collected
by softly scratching the inner face of the bark with a scalpel. Samples were flash frozen in

liquid nitrogen and kept at -80°C until further analysis.

22°C A
| ; - J

42°C-48h

22°C ‘ i 22°C — 7 days B

42°C-48h !
30°C

25°C :
22° Heatpretreatment 22°C =7 days CI

Dayo 3 5 12

Figure 1. Experimental design of control (A), Heat Shock (B) and Heat Gradient (C)
treatments applied to Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4.
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2.3 Predawn leaf water potential (V)

The measurement of the predawn leaf water potential (MPa) was performed from four
biological replicates using a Scholander-type pressure chamber (PMS-670; PMS Instrument,
Albany, OR, USA) . Each replicate corresponded to an individual plant. The measurements
were performed on young fully expanded leaves, collected on the same leaf level that was

used for the proteomic analysis

2.4 Gas exchange measurement

The stomatal conductance to water (g5, mmol H,O mZs!) and the photosynthetic rate (Py,
umol CO, m2s?) were measured using a portable photosynthesis system (Ciras-2, PP
Systems, Hitchin, Herts, UK) on the same leaf level as the one used for the proteomic
analysis. The CO, concentration of the air flowing at a rate of 200 mL.min™* over the 2.5 cm?
section of leaf clamped inside the PLC was 400 umol.mol'l. The light intensity during

-2 -1
measurements was 1000 pmol.m “.s .

2.5 Growth measurement and water content

Primary growth of plants was estimated on the basis of the total leaf area (cm?), which was
calculated accordingly to the formula given by Brignolas et al. (2000). The leaf relative water
content (RWC) was calculated as follow, RWC (%) = (fresh weight — dry weight) x 100 /
(saturated weight — dry weight). The stem water content was calculated as WC = (fresh

weight — dry weight) x 100 / fresh weight.

2.6 Protein extraction and separation

Proteins were extracted from ground tissues using a TCA-acetone protocol described in
Kieffer et al. (2009a). The extracted proteins from tissues collected on day 3, 5 and 12 were
labeled with 240 pmol CyDyes™ (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) per 30 ug of proteins.
Cy2 was used for the labelling of the internal standard consisting of a mix of equal amounts
of each sample. For control and treated plant samples, a dye swap was used between Cy3
and Cy5 to avoid problems associated with preferential labelling. Four replicates were used
for each sampling date. The separation of proteins was done using 2D gel electrophoresis.
Isoelectrofocusing was done at 20°C using an IPGphor system on 24cm strips 3-10 non linear

pH range (GE healthcare) until reaching 85,000 V.h. The strips were subsequently
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equilibrated in two steps. First, proteins were reduced by incubation in a buffer containing
1% DTT for 15 min and, second, alkylated by incubation with 2.5% (w/v) iodoacetamide for
15 min. The SDS-PAGE was performed on 12.5% (w/v) acrylamide-bisacrylamide (37.5/1)
gels. A power of 2W per gel was applied. After migration and fixing of proteins in the gel,

images were captured using a Typhoon Variable Mode Imager 9400 (GE Healthcare).

2.7 Protein relative quantification and identification.

Images of gels were analyzed using DeCyder v.6.05.11 software (GE Healthcare). The
automatic matching was manually confirmed for spots selected for further study and
identification. The relative quantification of proteins, based on the normalized volume of
spots, allowed the statistical comparison of their abundance. A Student t-test performed
inside the DeCyder determined differentially expressed proteins with a variation factor of at
least 1.3 in abundance (up and down) and a p-value < 0.05. A false discovery rate correction
was applied in the software.

Spots were picked from the gel and digested by trypsin for 6 h at 37°C using an Ettan Dalt
Spot Handling Workstation (GE Healthcare) before acquisition of MS and MS/MS spectra
with a MALDI-TOF-TOF analyser (4800 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The poplar
EST database, used for the interrogation, was downloaded from the NCBI server on
06/11/2009 and contained 419,944 sequences. A Viridiplantae protein database was also
used, that was downloaded on 02/17/2009 and contained 1,214,000 sequence. Detailed
search criteria were described in Durand et al. (2010). Each spectrum was manually verified,

even with low MASCOT score.
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Figure 2. Gel d'électrophorese bidimensionnelle de protéines foliaires de Populus tremula x P. alba
génotype 717-1B4 marquée avec CyDye 2. Les spots différentiels au cours de I'expérience sont
indiqués avec leur numéro de spot.
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Figure 3. Gel d'électrophorése bidimensionnelle de protéines cambiales de Populus tremula x P.
alba génotype 717-1B4 marquée avec CyDye 2. Les spots différentiels au cours de I'expérience sont
indiqués avec leur numéro de spot.
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3. Results

3.1 Physiological results

The predawn leaf water potential (W) of control plants was equal to -0.3 MPa
throughout the experiment (Table 1). Plants submitted to the heat gradient treatment
exhibited a decrease of this parameter at the end of the pretreatment (day 3, 30°C), with a
value of -0.36 MPa. Subsequently, after 48h at 42°C (day 5), W continued to decrease and
reached -0.38 Mpa. In the case of the heat shock treatment, the decrease is significantly
higher, attaining -0.52 MPa on day 5. After the 7 days recovery period, the heat treated

plants displayed the same W as the one observed in control plants.

The photosynthetic rate (Py) of control plants was equal to 15.4 umol CO,.m2.s™
throughout the experiment. On day 3, the HG pretreatment caused a significant 14%
reduction of Py. On day 5, the effect of HG and HS were very similar and caused a 21%
reduction of Py. However, after the 7 days of recovery, HG and HS treated plants behaved
differently and exhibited significant differences in Py. The Py of HG treated plants remained
significantly low (-18% compared to control) whereas the HS treated plants exhibited a

higher Py, although not significantly different.

The stomatal conductance (gs;) of control plants remained more or less constant around a
value of 235.7 mmol H,0.m2s* throughout the experiment. On day 3, the HG pretreatment
increased gs by 29%. At 42°C, on day 5, HG- and HS treated plants had higher g; than control,
respectively 297.5 and 323 mmol H,0.m2.s ! but no statistical difference occurred between

treatments. After the recovery period, treated plants returned to control value.

The water content (WC) of the stems collected on control plants was 52.5%. In HG plants
this parameter diminished significantly after the heat pretreatment, a decrease that was
maintained after 48 h at 42°C, with a value of 49.4% The recovery period led to a return to

control value. The HS treatment did not significantly affect stem WC.

The leaves RWC was of 87.9% in control plants. The HG treatment had a significant effect
after the heat pretreatment (78.9%) and at 42°C (75.7 %). After the recovery period, RWC of
HG treated plants again reached the value of the control plants. The HS treatment did not

affect leaf RWC.
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Table 1. Time course of physiological parameters of Populus tremula x P. alba genotype
717-1B4 submitted to a Heat Gradient (progressive increase of temperature from 22°C to
30°C within 72 h followed by 48 h at 42°C) or to a Heat Shock treatment (48 h at 42°C),
followed by a 7 days recovery period at 22°C. Given is the average value from 4 replicates +
the standard error. The letters a,b,c & d indicate statistical differences between means at 5%
level.

Day 0 Day 3 Day 5 Day 12 (Recovery)
Temperature 22°C 22°C 30°C 22°C 42°C 22°C
Predawn |leaf water potential (MPa)
Control -0.31£0.01 (a) -0.31+0.01 (a) — -0.31+0.01 (a) — -0.30+0.01 (a)
Heat Gradient -0.31£0.01 (a) — -0.36+0.01 (b) — -0.38+0.01 (c) -0.32+0.02 (ab)
Heat Shock -0.31+0.01 (a) -0.31+0.01 (a) — — -0.53+0.01 (d) -0.35 +0.02 (abc)
Photosynthetic rate (umol CO, m2s1)
Control 15.4+0.1(a) 15.4+0.6(a) — 16.2£0.3(a) — 15.1+0.5(a)
Heat Gradient 15.4+0.1(a) — 13.3+0.2(b) — 12.9+0.2(b) 12.4£0.5(b)
Heat Shock 15.4+0.1(a) 15.4+0.6(a) — — 12.8 £0.3(b) 18.2+1.0(a)
Stomatal conductance (mmol H,O m2s1)
Control 227.8+127 (a) 227.3+9.9(a) — 239.5+8.9(a) — 248.3 +17.2 (ac)
Heat Gradient 227.8+127 (a) — 293.3+ 145 (bd) — 297.5+9.1 (bc) 288.3 £ 14.7 (abd)
Heat Shock 227.8+127(a) 227.3+9.9(a) — — 323.0£22.6(b) 241.5+9.0(ad)
Stem water content (%)
Control 52.4+0.4(a) 52.5+0.5(a) — 52.7+0.5(a) — 52.2+0.3(a)
Heat Gradient 52.4+0.4(a) - 50.3+0.7(b) - 49.4+0.9(b) 50.8 £ 1.0(ab)
Heat Shock 52.4+0.4(a) 52.5+0.5(a) — — 51.6+0.3(a) 54.3+1.0(a)
Leafrelative water content (%)
Control 86.7+2.1(ad) 87.0+ 1.3(ad) - 88.6+ 1.4(ad) - 89.1+0.8(a)
Heat Gradient 86.7+2.1(ad) - 78.9+2.2(bc) — 75.7+2.0(b) 90.3+1.7(a)
Heat Shock 86.7+2.1(ad) 87.0+ 1.3 (ad) — - 83.6+1.9(cd) 87.3+0.6(ad)

3.2 Proteomic results

The Impact Factor (IF) on protein abundance was calculated as the ratio of the
volume of protein spots between different conditions (Table 2). When positive, the ratio or
IF constituted an induction factor under metal stress; when negative, it constituted an
inhibition factor on protein abundance. Analysis of the 2D gels realized for HS and HG
treatments in leaf and cambial zone for days 3, 5 and 12 resulted in the detection of 109 leaf
protein spots and 146 cambial protein spots that changed in abundance under the different
heat treatments (Figures 2 & 3).

In the leaf tissue, after the HG pretreatment 14 proteins were more abundant upon heat
stress while 14 showed a reduced volume. At the end of the 42°C period (i.e. at 5 days), 14
proteins were more abundant, 30 others were less abundant. After recovery, 15 spots

showed a greater volume whereas 8 showed a reduced volume. The HS treatment, after 48
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h at 42°C, caused the increased abundance of 29 proteins and the reduced abundance of 9

proteins. After recovery there were 19 up regulated spots and 9 down regulated spots.

In the cambial tissue, the HG pretreatment (day 3) resulted in 38 spots to be more
abundant and 10 others to be less abundant. After 42°C, 32 more abundant proteins and 57
less abundant proteins were observed. After recovery to HG, 15 cambial proteins increased
in quantity, 4 decreased. In the cambial tissue, HS induced 35 proteins while 59 were

reduced. After recovery to HS, all the 27 differential proteins were increased in quantity.

Among the 109 leaf protein spots, 79 were confidently identified (Table 2). Among the 146
cambial proteins, 131 were confidently identified (Table 3). The 16 leaf spots and the 9
cambial spots containing more than one protein are presented in the supplementary data
(Tables S1 & S2). Some spots showed the same behavior under HG and HS conditions, while
some could be specifically related to one or the other treatment (cf figure 4). The recovery
period was characterized by salient changes in proteins involved in photosynthesis in leaf
tissue and for osmotin in cambial tissue when comparing HG and control plants. At the same
date, in HS treated plants, the changes occurred in photosynthesis and carbohydrate
metabolism in leaves, and in protein metabolism, HSP, oxidoreductases and C1 pathway in

the cambial zone.

In the particular case of the spot 2083 of the leaf proteome, which was identified as an
oxygen evolving enhancer protein 1, the spectra analysis enables the identification of a non-
tryptic peptide with a m/z equal to 1381.76. Manual sequence determination resulted in the
sequence "AYGESANIFGKPKT" corresponding to the peptide 77-89 of the identified protein.
Submitting the entire sequence of the protein to software tools aimed at identifying signal
sequences resulted in a shorter signal peptide, residue 1-38 instead of 1-76. However
looking at homologous proteins from other species indicated the transit peptide in some of
the other species is indeed corresponding to the sequence identified in this experiment, for
instance GI1:11134156, thereby confirming the plastidic localization of the protein. No similar

features were observed in others spots.
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Heat Gradient Heat Gradient Heat Shock Heat Gradient Heat Shock

31 .‘ 27

Day 3 (30°C) Day 5 (42°C) Day 12 (22°C)
A
Heat Gradient Heat Gradient Heat Shock Heat Gradient Heat Shock
Day 3 (30°C) Day 5 (42°C) Day 12 (22°C)
B

Figure 4. Venn diagram of differentially expressed proteins in leaf (A) and cambial zone (B)
of Populus tremula x P. alba, genotype 717-1B4 at the end of the heat treatment (day 5) or
at the end of the recovery period (day 12). Plants were exposed to a heat shock (48 h of
exposure to 42°C) or to a heat gradient (3 days heat pretreatment from 22°C to 30°C, then
48 h at 42°C)
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Discussion

The first step of the heat-induced impairment on plant physiology is commonly
considered to be a reduction of the photosynthetic rate. Several mechanisms alone or in
combination have been proposed to describe the influence of high temperatures on
photosynthesis, e.g. heat-inhibition of RuBisCO activase, unfolding of PSII related proteins,
and destabilization/destacking of the thylakoid membranes (Salvucci et Crafts-Brandner
2004; Tang et al. 2007). Therefore, the decrease of the photosynthetic rate registered at
30°C and 42°C is not surprising (Table 1). At the same time, the heat treatments caused
significant increases of the stomatal conductance: the well-watered poplar plants opened
their stomata, very likely for transpirational cooling. The decreased Py observed under both
treatments is then uncorrelated with the higher stomata opening, and indicates a thermal
alteration of the photosynthetic machinery. Through a stimulated stomatal conductance,
and despite an optimal water supply in the soil, the HG treatment impacted water fluxes in
the plant. Indeed, the water content of leaves and stems were decreased compared to
control plants growing at 22°C. The HS did not have such an effect (Table 1). In this regard,
leaf and stem water content seems to be affected by the duration rather than by the
intensity of the thermal constraint, which suggests that the regulation of these parameters is

linked to acclimation processes.

Leaf tissue is the site of the plants nourishment. Water in the soil-plant-air continuum is of
paramount importance for the functioning of the photosynthetic machinery and the
exchange of CO, and O, between the ambient air and the tissues. At 30°C as well as at 42°C
and for HG as well as for HS, the predawn leaf water potential was decreased. At 42°C the HS
had a significantly greater effect on W than the HG. This indicates a stronger binding of water
to leaf tissues under HS, notwithstanding the unaffected water content. Thus, HG and HS
resulted in contrasting physiological effects, which is to be related to contrasting proteome

changes.

The intermediate timescale of the results presented here (48 h) focused on a proceeding
acclimation. Hydric parameters of sugarcane leaves exposed to 40°C are reported to
acclimate within 24 h, sharp impact in the first 12 hours followed by a gradual return to
control values (Wahid et Close 2007). Therefore, in our samples the early stages of stress

sensing and signaling were probably finished after 48h at the respective elevated
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temperatures. The plants were withstanding the constraint by metabolic adjustment.
Acclimation mechanisms are thus expected to be active and this explains, at least partly, the

differences observed between HS and HG.

Leaf proteome response to heat

Photosynthesis

The heat gradient treatment negatively impacted the abundance of RuBisCO at 30°C and
42°C (spots 1357, 1805, 2020 and 2383, Table 2). Together with the reduced intensity of a
RuBisCO activase (spot 1604), this consists of a classical response to heat exposure (Salvucci
et al. 2006). This effect ceased after 7 days of recovery (Table 1). Applying a heat shock
affected RuBisCO in an opposite way by increasing the intensity of 3 spots (spots 1354, 1695,
1707), 2 spots were also up-regulated after recovery (spots 1707 and 2072). Similarly, a
RuBisCO activase containing spot was more intense at 42°C and recovery (spot 1604), while
another was less abundant at recovery (spot 1791). These changes are in agreement with
the higher photosynthetic rate at recovery in plants subjected to heat shock. The oxygen
evolving complex was particularly affected by HS, with 2 spots of Oxygen Evolving Enhancer
protein 1 (OEE1) and 2 containing OEE2 ( spots 1661, 1671, 2083 and 2114) more abundant
at 42°C; 2 OEE1 (spots 1651 & 1661) also increased in amount after recovery. One light
harvesting complex Il, protein 1 (Lhcb 1), (spot 1921) was more abundant at 42°C under both
HG (IF = 1.59) and HS (IF= 1.89). The HG induced fewer changes in the chloroplastic electron
transport chain, e.g. the increased abundance of an OEE1 (spot 1339) at 42°C and the
reduced abundance of a Lhcal after recovery (spot 2222). Hence the PSIl seems particularly
prone to rearrangement, especially under HS, a result consistent with the high thermolability
of PSII reported in literature (Chen et al. 2004; Tang et al. 2007). In general there is an
increased abundance of the photosynthesis related proteins in heat shocked plants, this
increase may serve to compensate for its loss of activity (Yamori et al. 2006), but did not
enables the plant to keep a Py equal to control during the heat shock. However after a 7 day
recovery period the photosynthetic rate of heat shocked plants was higher than that of
plants exposed to a heat gradient. The higher abundance of RuBisCO protein in heat shocked

plants may have an importance in the priming for protection against future constraint. This
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could be due to the control of RuBisCO level which is supposed to be exerted by adjustment

of biosynthetic, rather than proteolytic pathways (Irving et Robinson 2006).
Carbohydrate metabolism

During HG treatment a decreased abundance in some key enzymes of the carbohydrate
metabolism was noticed. The intensity of spots containing phosphoglycerate kinase (spot
1094) and in particular fructose bisphosphate aldolase was reduced at 30°C (spots 1162,
1101 & 1108), and 6 at 42°C (ibid + spots 1165, 1171 & 1212), were reduced. HS had a totally
different effect on this metabolism. No significant changes were observed during the heat
treatment itself but 2 fructose bisphosphate aldolase-containing spots were increased after
recovery period (spots 1176 & 1155) as were 2 sedoheptulose bisphosphatase (spots 1161 &
1170). Fructose bisphosphate aldolase was recently shown to be up-regulated in heat-
acclimated Agrostis scabra (Tian et al. 2009). The leaf sugar concentration has been

correlated to the optimum temperature of electron transport (Huve et al. 2006).

Protein folding

The HG did not affect any identified proteins involved in the protein folding function. On
the other hand, the HS caused a lasting decreased abundance of a nascent polypeptide
associated complex alpha subunit (NAC, spot 1402) involved in the de novo folding of
proteins (Hartl et Hayer-Hartl 2009). No role in stress has yet been found for this protein.
Mutants lacking NAC did not exhibit any obvious defects in protein degradation (Andersen et
al. 2007). The HS also caused an increased quantity of 2 proteins identified as groES
chaperonin (spots 1955 & 1980), so named from their ability to bind bacterial groEL.
Overexpression of the groESL operon enhances the heat and salinity stress tolerance of the
cyanophyceae Anabaena (Chaurasia et Apte 2009). The plant proteins homologous to
bacterial groES, referred to as cpn20 or cpn21, are plastid specific (Weiss et al. 2009). A
cpn20 was shown to decrease in amount during high light stress in sensitive Chlamydomonas
reinhardtii (Forster et al. 2006) whereas a cpn10 showed a transient increased expression in
P. euphratica submitted to heat (Ferreira et al. 2006). From these proteomic changes we can
not conclude on the precise effect of HS on protein folding because much is still to be

learned about the behavior of co-chaperonin in cellular stress (Kawe et Plickthun 2006).
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Oxidoreduction

Both HG and HS induced a decrease in amount of one glycolate oxidase at 42°C (GLO, spots
2127 & 1364). HG also caused the increased in quantity of another GLO after recovery (spot
1365). The GLO is a key enzyme of photorespiration that precludes the accumulation of toxic
glycolate (Zelitch et al. 2009) and provides an alternative sink for excess electrons (Allan et
al. 2009) but the protein is also known to cause oxidative stress (Fahnenstich et al. 2008).
According to Rizhsky et al., the overexpression of a GLO induced during a drought stress in
Nicotiana tabacum was suppressed by the combination of drought and heat stress (Rizhsky
et al. 2002). The HS treatment also resulted, after reestablishment of the normal growth
temperature, in the increased abundance of 2 hydroxypyruvate reductase (spots 1178 &

1199) which is the last enzyme of the glycolate pathway (Allan et al. 2009).

At 42°C, the HS induced an increased in abundance of 3 peroxiredoxin (spots 2070, 2074 &
2393). One is a mitochondrial IIF peroxiredoxin (spot 2393), so far reported not to be
substantially affected by abiotic stress in poplar (Gama et al. 2007). Peroxiredoxins have
been reported to be overexpressed in Arabidopsis under combined heat and drought stress
(Rizhsky et al. 2004) and to accumulate during cold acclimation of P. tremula x P. tremuloides
(Renaut et al. 2004). Under heat stress, the photorespiration of poplar plants appeared to

become an issue; the redox homeostasis was modified in several cell compartments.

Other leaf proteome changes

The HG caused the decreased abundance of a germin-like protein (spot 2135), while two
other spots containing a germin-like protein (spot 2195 and 2236) had an increased
abundance under these conditions. Germins are a familly of diverse and ubiquitous proteins
(Bernier et Berna 2001). Some are thermostable apoplastic proteins with a proposed role of
H,0, production in plants' defense pathway (Carter et al. 1998). Some germins have been
shown to possess oxalate oxidase activity (Pan et al. 2007) or SOD activity (Gucciardo et al.
2007). Although the exact role of germins is not completely understood they are thus
generally considered to combine redox, structural and/or receptor functions (Bernier et
Berna 2001). Under HG, the quantity of SHOOT1 was decreased (spot 1446), this is a protein

with no defined function (Majeran et al. 2005). It has been associated with stabilization of
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chloroplast mRNA, with PSI assembly (Boudreau et al. 2000). The HS induced an augmented
abundance of a plastid-lipid-associated protein (spot 1638). This protein has an effect on
plastid structure (Rey et al. 2000), confirming the impact of heat shock on plastid

membranes.

Cambial proteome response to heat

Carbohydrate metabolism

HG and HS treatments had very contrasting effects on the carbohydrate metabolism in the
cambial zone. The HG treatment resulted in a global increase of the abundance of
glycolysis/glucogenesis enzymes at 30°C: 2 fructose bisphosphate aldolase(spots 985, 1079),
3 triosephosphate isomerase (1373, 1399 and 1376), 5 glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (spots 1082, 1091, 1095, 1138 and 1140). At 42°C, this effect was
diminished, with only 4 up regulated spots: 1 triosephosphate isomerase (spot 1376), 1
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (spot 1090), 1 phosphoglucomutase (spot 480)

and 1 enolase (spot 677).

HS had above all a strong negative effect on sucrose synthase abundance (spots 235, 239,
240, 241, 242, 245, 347). The overexpression of sucrose synthase has been reported to be
linked with heat tolerance in Agrostis (Xu et Huang 2008) and with cold tolerance in
Chickpea (Kaur et al. 2009b). The decreased observed here may be a sign of

thermosensibility of poplar cambium.

The HS induced the decreased abundance of other enzymes, a transketolase (spot 335), a
beta-D-glucosidase (spot 412) and a rhamnose biosynthesis 1 (spot 390). The ratio in spot
intensity of most spots between control and heat shocked plants returned to 1 after the

recovery period in the cambial tissue in contrast to the observations in leaves.

Taken together these data suggest an adaptive mechanism in the HG treatment, an
increased use of sugars to supply the increasing demand for energy required for metabolic
adjustments. This kind of response exists during water stress (Xue et al. 2008; Regier et al.
2009), and besides, HG treatment triggered changes in water content of leaves and stem

that may have mimic a water deficit.
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Protein metabolism

Under HG, several enzymes involved in protein degradation were affected. These include a
putative amino peptidase (spot 207), a proteasome a subunit (1348) and a 26S proteasome
RPT4a subunit (spot 951) that was more abundant only at 42°C. After recovery, the up and
down regulations of a putative adenosine kinase (spot 1123) and a Arg/Ser rich splicing
factor (spot 1446), respectively, do not help to assess the kind of response of protein
metabolism to HG. The response to HS was clearer with a reduced abundance of several
enzymes involved in protein synthesis (spots 807, 811, 815, 881, 456, 461, 812, 193), except
for a translation initiation factor 5 (spot 1587). The effect on the protein degradation is more
mitigate, with an increased quantity of a 26S proteasome RPT4a subunit (spot 924) and a
reduced quantity of a serine protease (337), the former constituting a common response

with HG.

Protein folding

The expression of heat shock proteins (HSP) is the most frequently documented response
of plants to heat (Baniwal et al. 2004). The HG treatment induced the increased abundance
of a HSP 20 (spot 1682) at 30°C and 42°C and of a 18.5 kDa HSP (spot 1570) at 42°C. The HS
triggered stronger changes in HSP's levels; 4 spots of HSP increased in intensity with a ratio
up to 38.9 (spots 1682, 1592, 1570 and 1576). The weak induction of HSP by HG was
unexpected, given that it is proposed to explain the acquired tolerance provided by heat
pretreatment (Charng et al. 2006). This may indicate that other molecular adjustments
induced by the temperature gradient eliminated the need for the massive induction of
proteins required to protect the plant from cellular damage (von Koskull-Doring et al. 2007).
Therefore these plants do not have to dissipate the energy required for protein synthesis as

the heat shocked plants.

Stress protein / defense

The prominent feature of the cambial response to HG was the accumulation of thaumatin-

like proteins, especially at 30°C. These are pathogenesis related proteins. Hence were up-
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regulated one thaumatin-like cytokinin-binding protein (spot 1420), osmotin-like proteins
(spot 1397, 1398, 1401, 1402, 1413, 1423 & 1433) and zeamatin (spot 1408). Conversely the
HS caused a decreased abundance of 2 osmotin-like at 42°C (spots 1401 & 1402). Osmotin-
like proteins are known to play a role in the drought tolerance (Parkhi et al. 2009) and the
cold tolerance (D'Angeli et Altamura 2007). Some osmotins are expressed under salt stress,
(Tachi et al. 2009) or under combined drought and heat stress in Arabidopsis (Koussevitzky
et al. 2008). Some "stress-inducible proteins" were increased in abundance by HG and HS
(spots 367 & 373). They possess a TPR-1 region and a Heat shock chaperonin-binding motif.
A remarkable finding is that a glycine-rich protein (spot 1490), a cell wall associated protein
containing a cold shock and nucleotide-binding domain (Graumann et Marahiel 1998) is
specifically upregulated in the HS treatment. This family of proteins, conserved in both
eukaryotes and bacteria (Karlson et Imai 2003), has been linked to heat stress, probably used
for the stabilization of the stress induced-transcripts (Sahi et al. 2007). The significant and
high IF observed in our experiment may suggest a similar role for this protein during heat

stress in poplar.

Oxidoreduction

HG induced a rise in content of redox enzymes 2-peroxiredoxins (spots 1539, 1562) but a
decline in quantity of proteins involved in the ascorbate-glutathione cycle:
dehydroascorbate reductase (spot 1472), ascorbate peroxidase (spot 1362) and glutathione-
S-transferase (spot 1447). An aldo/keto reductase (spot 1137) was more abundant at 30°C
and 42°C, this enzyme is related to osmoregulation and to desiccation and freezing tolerance

(Olsen et al. 2008).

The HS caused a strong increase in abundance (ratio up to 94) of the same peroxiredoxins
affected by HG (1539 and 1562) plus a third one (spot 1588). Some peroxiredoxins were
overexpressed under combined drought and heat stress in Arabidopsis (Rizhsky et al. 2004).
A thioredoxin reductase 2 was less abundant at 42°C (spot 1243). HS also had an impact on
polyamine oxidase (PAO), with 2 spots reduced in intensity (748 & 720) and one increased
(652) at 42°C whereas 2 others were more intensely stained for recovery samples (spots 647

and 649). PAO are H,0; producing enzymes implied in wound healing (Angelini et al. 2008).
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One-carbone pathway (Photorespiration).

HG had an ambiguous effect on photorespiration enzymes (spots 410 & 702) while HS
induced a clear reduction in quantity of a formate-tetrahydrofolate ligase (spot 466) and 5
serine hydroxymethyltransferase (SHMT, spots 695, 699, 702, 709 and 743). Active C1
metabolism has been described in non-photosynthetic tissues of aspen (Wang et al. 2004b).
The role of SMHT besides photorespiration-related containment of ROS production in the
chloroplast has been proposed to consist in giving priority to purine synthesis over amino
acid metabolism so as to improve DNA repairing (Fox et Stover 2008). SHMT has been shown
to decrease in quantity in roots of Agrostis exposed to heat (Xu et Huang 2008). This

decreased was attributed to limitation of protein synthesis.

Miscellaneous

The other proteins affected by heat are involved in several functions. HG responsive spots
(1218 & 1252), related to the cytoskeleton and cell wall synthesis suggest a reinforcement of
the cell wall formation after HG recovery. HG caused an increase in the amount of tropinone
reductase (spot 1365), an enzyme reported to be involved in the response to salt stress in P.
euphratica (Gu et al. 2004). The HS also caused some changes in the secondary metabolism

(spots 1405 & 1480).

Finally, heat induced changes in some proteins related to signaling, most of them have
similarities to GTP-binding proteins (spots 1199, 1201, 1330, 1347). The changes in
abundance of one dead box ATP-dependent RNA helicase in both treatments (spots 362 &
385) associated to the increased in a glycine-rich protein suggests an alteration in RNA
metabolism under HS (Cordin et al. 2006). A link between dead box RNA helicase and stress

tolerance has previously been pointed out (Vashisht et Tuteja 2006).

Conclusion

A huge amount of proteins are reported to be related to stress response, sensitivity or

tolerance. In general the relationship stress-protein is non-specific as most of the proteins
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are involved in several stress contexts. The present study draws some particular trends of
the poplar response under two heat constraint modalities. The plant response to 'heat
gradient' or 'heat shock' treatment showed contrasted features, and leaf response was very
different from cambial response. In leaves photosynthesis and carbohydrate related proteins
represented the major changes. HS induced HSP and antioxidant proteins like peroxiredoxin
whereas HG induced germin-like proteins. These changes did not persist after the end of the
heat constraint. In the cambial zone the metabolisms of carbohydrate and proteins were the
most altered by heat. The salient features were a sucrose synthase and a serine
hydroxymethyl transferase inhibition by HS accompanied by the induction of HSP whereas
the HG induced enzymes of glycolysis/gluconeogenesis and caused the accumulation of

osmotin-like proteins.

After recovery few proteins were still significantly affected by the treatments. In both leaf
and cambial proteomes, the HS triggered more sustainable changes than HG. This suggests
that the proteic fraction studied here was more involved in the setting-up of an acquired
tolerance when it is induced by HS. Leaf and cambial zone exhibited differences in the
sustained changes that occurred. Sketchily, leaf proteome displayed lasting changes in the
abundance of carbohydrate metabolism proteins or of hydroxypyruvate reductase, whereas,

in cambial zone, the lasting changes concern HSP, polyamine oxidases and peroxiredoxins.
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3.7. Discussion et perspectives

L'exposition des plants de peupliers a la chaleur montre des effets significatifs sur la
photosyntheése dés 30°C. Cette température n'a rien d'inhabituel lors des étés des régions
tempérées (Source Météo-France) et ne représente a priori pas de danger en soi pour la
survie des plantes. Cet effet significatif dés 30°C est peut-étre a attribuer a la photopériode
artificielle de la chambre de culture. En effet, dans la nature I'évolution de la photopériode
au cours de I'année est corrélée a des changements dans la thermotolérance chez plusieurs
espéces végétales (Froux et al. 2004). Par ailleurs, des variations quotidiennes de la
thermostabilité du PSIl sont liées a I'évolution des radiations solaires (Braun et al. 2002). On
suppose que la thermotolérance acquise est initialement apparue pour répondre a la
demande induite par les changements d'irradiation au cours de la journée (Larkindale et al.

2005b).

L'exposition a 42°C constitue une contrainte importante, relativement proche du seuil a
partir duquel les dommages irréversibles se produisent (Sharkey 2005). La stabilité et
I'activité de nombreuses protéines sont alors remises en cause, ce qui caractérise un état de
stress. La réduction de la photosynthése est donc un phénomeéne attendu a cette forte
température. La synthése de protéines chaperonnes, d'enzymes et d'antioxydants,
I'expression de divers génes de défense, I'augmentation de la photorespiration sont autant
de causes qui réduisent la productivité de la plante et affecteront les échanges entre |'arbre
et I'atmosphére. Cela peut toutefois s'avérer bénéfique dans la mesure ol une température
suffisamment forte pour produire ce résultat peut également provoquer une sécheresse. Or,
le déclenchement du stress thermique, c'est-a-dire la mise en place des défenses cellulaires,
peut améliorer la résistance de la plante a des stress concomitants (Havaux 1992). L'étude
de stress engendrés par des combinaisons de contraintes serait un prolongement logique a

ce travail, mais il faut au préalable que I'effet de contraintes isolées soit caractérisé.

Les données protéomiques de la présente étude montrent une grande disparité dans la
réponse des tissus foliaire et cambial en cohérence avec leurs spécificités respectives. Une
comparaison directe des modifications des profils protéiques apporte quelques
informations. Tout d'abord, dans les feuilles, les protéines liées a la photosynthése sont

parmi les plus touchées. Dans les deux tissus, la chaleur affecte des protéines similaires
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impliquées dans le métabolisme, mais avec une cinétique différente. Toutefois la réduction
en quantité de sucrose synthase est un aspect spécifique de la réponse cambiale sous choc
thermique. A 42°C, le métabolisme des protéines est beaucoup plus altéré dans le cambium
qgue dans les feuilles. Le rythme de la synthése protéique est vraisemblablement plus élevé
dans le cambium, zone ou a lieu une forte division cellulaire, que dans les feuilles utilisées
pour l'analyse qui venaient d'atteindre leur taille définitive. Cela est particulierement vrai

sous |'effet du traitement HS.

Les réponses a HG et HS présentent un contraste plus important dans le cambium que
dans la feuille. D'une maniére générale, les protéines foliaires affectées par HG et HS sont de
nature et fonction identiques, et, méme si les spots communs ne sont pas plus nombreux
gue dans le protéome cambial, il y a peu de changements que |'on puisse spécifiquement lier

a un traitement plutét qu'a un autre. Les seules exceptions sont 3 peroxiredoxins liées a HS.

La situation est toute autre dans le cambium. Certains changements du protéome
cambial semblent spécifiquement liés au HS. C'est le cas des modifications d'abondance de 7
isoformes de sucrose synthase, d'enzymes de la synthése protéique, de HSP et
peroxyredoxins, et d'enzymes du métabolisme du C1. Dans le méme temps, on note une

augmentation des teneurs en protéines "osmotin-like" qui semble spécifique au HG.

Ainsi il apparait que HG et HS constituent deux contraintes tres proches pour la feuille,
bien que leurs effets sur le cambium indique qu'il s'agit de deux situations différentes. Il est
tentant de faire le rapprochement entre ces différences au niveau protéomique et les effets
distincts sur les contenus en eau des organes, notamment la tige. En effet, HG modifie les
équilibres hydriques de la plante de fagon plus prononcée que HS, si bien que HG peut
éventuellement conduire la plante a percevoir un déficit hydrique. On peut dés lors se
demander si les changements protéomiques induits par une contrainte hydrique présentent

des points communs avec ceux entrainés par HG.
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4.1 Introduction

Le Vivant est un systéme aqueux qui ne s'est affranchi du milieu aquatique qu'il y a
environ 500 millions d'années sur une histoire de prés de 4 milliards d'années. L'eau, H,0 est
la molécule la plus répandue dans les tissus vivants, elle représente par exemple 50 a 90% de
la masse des plantes (Kramer et Kozlowski 1979). Eau et systémes biologiques sont a ce
point indissociables qu'en astrobiologie la recherche de vie extraterrestre est avant tout une
recherche d'eau (Ganti et al. 2003). On peut résumer cette importance en citant les
principales caractéristiques de I'eau liquide. Elle est d'abord un milieu de diffusion stable vis-
a-vis de la chaleur et des UV. C'est un solvant sélectif qui permet de structurer les
biopolymeéres. L'eau est aussi capable d'hydrolyser des liaisons riches en énergie et donc de
libérer une énergie chimique. L'eau est aussi un tres bon dissipateur thermique qui permet
aux organismes de conserver leurs équilibres thermodynamiques (Brack 2001). Enfin I'eau

est un réactif de certaines équations biochimigques, comme la photosynthése.

Tout changement du régime hydrique d'un systeme biologique aura donc des
conséquences importantes. L'eau est le premier facteur limitant de la croissance et de la
productivité de la plupart des cultures végétales humaines (Schulze et al. 1987; Araus et al.

2002; Chaves et al. 2002).

Ces multiples caractéristiques cruciales de I'eau conduisent a des situations divergentes
communément rassemblées sous le vocable stress hydrique. Un stress hydrique peut ainsi
étre dd a un excés d'eau qui provoque l'anoxie des tissus. Le gel, en rendant l'eau
inaccessible pour I'organisme déclenche une autre situation de stress hydrique. Les fortes
températures augmentent |'évapotranspiration, ce qui peut conduire a une baisse des
teneurs en eau des tissus et avoir des conséquences que l'on peut associer a un stress
hydrique. La sécheresse, toutefois, reste la cause principale conduisant au stress hydrique,

celui que le changement climatique rend le plus menagant a I'échelle mondiale (IPCC 2001).

Dans le cadre de cette these, le stress hydrique désignera la situation de la plante soumise
a une sécheresse, ainsi que sa réponse. Dans la nature, une sécheresse se caractérise
d'abord par un déficit pluviométrique dont les conséquences varient en fonction des
propriétés du sol, notamment sa capacité de stockage, et de la demande évaporatoire de

I'air (Jones 1992). La sécheresse devient un agent stressant lorsqu'elle modifie le

Chapitre 4 : Le stress hydrique

147



fonctionnement de la plante, réduit son rendement, et l'oblige a mettre en place des

défenses contre les dommages moléculaires.

L'eau de I'environnement est au coeur de la cohésion de la physiologie de la plante,
puisque la transpiration est le moteur des mouvements d'eau et donc a la base des échanges
de minéraux, de nutriments et de gaz. Le stress osmotique est le principal stress secondaire
induit par une carence en eau qui apparente les stress hydriques et salins. La sécheresse a
par ailleurs des effets indirects sur la physiologie des plantes en affectant notamment la

disponibilité et I'accumulation des minéraux du sol (Sardans et al. 2008).

Les effets de la sécheresse peuvent affecter les écosystemes forestiers. La forét tempérée
représente 20% de la biomasse végétale mondiale et 10% du carbone continental (Bonan
2008). Le taux de séquestration de carbone des foréts tempérées est globalement plus élevé
que celui des foréts tropicales, plus proches de la "neutralité carbone". Au vu des
changements actuels de la température globale et dans la teneur atmosphérique en CO,, ce
biome retient I'attention, car les foréts tempérées sont négativement affectées par des
épisodes de sécheresse comme celui de I'été 2003 en Europe (Landmann et al. 2003; Ciais et

al. 2005).
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4.2 Effets physiologiques de la sécheresse

Le stress hydrique induit par la sécheresse s'accompagne d'une perte d'eau tissulaire.
Le déficit d'eau ainsi obtenu peut aboutir a une concentration des solutés, a une
modification du volume cellulaire et de la forme de la membrane, a une perte de
turgescence, a une rupture de l'intégrité membranaire et a une dénaturation des protéines
(Bray 1997). Le métabolisme est alors fragilisé, et la photosynthése fortement affectée
(Reddy et al. 2004). En dépit de ses défenses et de la fermeture de ses stomates, la plante ne
peut totalement éviter la transpiration. Une sécheresse prolongée finit par dessécher le
végétal, et souvent par le tuer, soit en provoquant une cavitation des vaisseaux, soit en
privant son métabolisme des échanges nécessaires a son fonctionnement (McDowell et al.

2008, Figure 4.1).

Short Duration of water stress Long

N

Biotic agents

1\7—'—F—F

Low

1 artasi

I A"tpl'ﬂ-y!ﬂg slint * lhome

Hydraulic and
symplastic
| Failure |

v

Intensity of water stress

High

Figure 4.1. Schéma théorique présentant les causes de mortalité d'une plante soumise a une
sécheresse (d'apres McDowell et al. 2008).

La perte de turgescence du végétal provoque une déformation des parois cellulaires. Elles
contiennent en temps normal environ 60% d'eau (Brett et Hillman 1985). La déformation
associée a la perte d'eau provoque une désorganisation de la paroi, et des liaisons
anormales entre polymeres de polysaccharides (Moore et al. 2008). Avec les dommages
causés aux photosystemes et aux antennes collectrices d'électrons se développe un stress

oxydant qui, a son tour, cause des dommages moléculaires (Sanchez-Rodriguez et al. 2009).
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Le degré de tolérance d'une plante au stress hydrique est notamment corrélé aux variations

de l'activité de son systéeme antioxydant (Arora et al. 2002).

Si la contrainte se prolonge, I'activité photosynthétique réduite associée a la photorespi-
ration et aux mécanismes de réparation mobilisés va conduire a une carence énergétique
des cellules (carbon starvation, fig 4.1). Les organes végétatifs ne peuvent généralement pas
gérer un tel niveau de stress et la plante meurt. Toutefois, le plus souvent les plantes sont
installées dans des régions ou les conditions hydro-climatiques conviennent a leur
développement et a leur survie. Les especes pérennes possedent donc les capacités
suffisantes pour résister aux contraintes environnementales ordinaires d'une zone

phytogéographique donnée.
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4.3 Mécanismes de défense

Au fil de I'évolution, les plantes ont développé de trés nombreux moyens de lutte
contre les dommages causés par la sécheresse, généralement aux dépens de leur
productivité. Nombre d'entre elles possedent une véritable stratégie de limitation des pertes
d'eau. Au niveau morpho-anatomique les xérophytes présentent généralement un appareil
aérien de taille et surface réduites, couvert d'une cuticule épaisse ; leurs stomates sont
protégés au fond de cryptes creusées dans la feuille. Le métabolisme particulier des plantes
CAM (Crassulacean Acid Metabolism) leur permet d'éviter I'ouverture des stomates dans la
journée. L'adaptation des éphémérophytes ne réside pas dans une modification de leur
anatomie, mais de leur cycle biologique. Tres rapide, il dure quelques jours seulement. Leur
développement se produit a la faveur d'un épisode humide et aboutit trés vite a la
production de graines ou de spores qui sont les formes de résistance de la plante (Niklas
1997). L'abscission des feuilles et la décurtation des rameaux des arbres sont également un
moyen de limiter les pertes en eau (Zhang et al. 1999; Tardieu 2005). A c6té des limitations
de perte d'eau, certaines plantes ont la capacité d'en maximiser |'absorption ; c'est le cas des
phréatophytes, comme I'eucalyptus dont les racines profondes plongent parfois jusqu'a la
nappe phréatique. Elles peuvent aussi optimiser leurs réserves, telle la succulence des
feuilles et des tiges que l'on rencontre par exemple chez les cactées et certaines
euphorbiacées. On observe chez les plantes adaptées a la sécheresse une altération de
I'allocation des ressources en faveur de la croissance racinaire aux dépens de la croissance
des parties aériennes (Markesteijn et Poorter 2009). Toutes ces adaptations appartiennent a

la stratégie d'évitement du déficit hydrique.

En paralléle il existe des adaptations qui améliorent la tolérance au déficit hydrique ; elles
permettent a la plante de supporter d'importantes pertes d'eau sans dommage permanent.
On peut ainsi citer l'ajustement osmotique (Clifford et al. 1998) et I'amélioration de
I'efficience d'utilisation de I'eau (Farquhar et al. 1989; Bonhomme et al. 2009b). On citera
également le cas le plus extréme de la tolérance a la sécheresse, celui de la tolérance a la
dessiccation rencontré chez les plantes dites de résurrection (resurrection plants) comme la
Sélaginelle ou le Polypode polypodioide. Ces plantes peuvent survivre a la perte de 98% de
leur eau et supporter un potentiel hydrique inférieur a -100 MPa (Farrant 2000). Il existe de

fortes similitudes entre les mécanismes moléculaires de la tolérance a la dessiccation de ces
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plantes de résurrection (souvent des bryophytes) et ceux qui existent dans les graines
orthodoxes grace auxquelles les plantes supérieures supportent les saisons extrémes

(sécheresse et gel) (llling et al. 2005).

La diversité des mécanismes de résistance, et les exemples de convergences évolutives,
entre cactées et euphorbiacées notamment, illustrent I'importance de |'adaptation a la
sécheresse, en particulier chez les especes pérennes. Aux niveaux physiologique et
métabolique, d'autres mécanismes de résistance sont encore pour partie inconnus ou mal
compris. Pour explorer les processus moléculaires qui protegent la plante, le choix du
peuplier, notoirement sensible aux carences en eau (Dreyer et al. 2004), peut sembler
étonnant. En effet P. canescens (P tremula x P. alba) ne posséde aucune des adaptations
décrites ci-dessus, hormis I'abscission foliaire et la décurtation des rameaux. Le genre
Populus rassemble des espéces de grande taille a tendance riparienne et a forte
consommation en eau (Monclus et al. 2009). P. euphratica, parfois cité comme exemple d'un
peuplier résistant a la sécheresse, est en réalité une espéce phréatophyte dont le succes
écologique s'explique probablement davantage par sa tolérance au sel et a la chaleur
(Ferreira et al. 2006; Bogeat-Triboulot et al. 2007). Les peupliers, toutefois, sont capables de
s'acclimater a des milieux changeants ; ce sont des especes pionniéres (Francis et al. 2005).
Essence ligneuse pérenne, le peuplier doit faire face a de multiples conditions stressantes au
cours de son cycle de vie étendu. Or, il ne possede pas d'adaptation morpho-anatomique
particuliére, c'est essentiellement sa plasticité physiologique qui assure sa survie. Placé dans
une condition de contrainte hydrique, le peuplier va donc exprimer toute une gamme de

réponses moléculaires qui seront cruciales pour supporter la contrainte.
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4.4 Réponses physiologiques a la sécheresse

Lors d'un déficit hydrique, I'une des réactions les plus précoces d'une plante possédant
une stratégie isohydrique® est la fermeture de ses stomates (Cornic 2000). Ce comportement
est le résultat de l'action de multiples acteurs moléculaires. La syntheése de l'acide
abscissique (ABA) durant la contrainte hydrique est I'un des principaux messagers de la
fermeture des stomates (Wilkinson et Davies 2002). On sait désormais que le peroxyde
d'hydrogene H,0, est un intervenant précoce de cette signalisation a laquelle participe aussi

le monoxyde d'azote NO dans les cellules de garde (Bright et al. 2006).

Le stress oxydant qui accompagne la contrainte hydrique menace l'intégrité des
membranes et le fonctionnement des protéines de la plante (Sanchez-Diaz et al. 2007). La
premiere ligne de défense contre les dégats du stress oxydant vise a empécher, ou pour le
moins a limiter la formation d'espéces activées de I'oxygéne (ROS) en régulant notamment
les chalnes de transport des électrons (Gratao et Polle 2005). C'est ainsi qu'une
augmentation de la photorespiration, en consommant |'excés d'électrons non employés par
la photosynthése, évite en partie la formation de ROS (Wingler et al. 1999; Bai et al. 2008).
Cette protection n'est toutefois pas absolue, notamment parce que les ROS, en particulier
H,0,, sont activement produits par la cellule dans un but de signalisation (Foyer et Noctor
2005). C'est pourquoi, méme en dehors de tout contexte de stress, le taux d'antioxydants est

généralement élevé dans la cellule végétale (Andre et al. 2008).

Les membranes sont les premiéres cibles d'un stress oxydant. La cellule possede donc un
arsenal dévolu a limiter la peroxydation des lipides dans lequel on recense ascorbate
peroxydase, glutathion-S-transférases (GST), et phospholipide-hydroperoxyde glutathion
peroxydase (PHGPX) (Edwards et al. 2000; Blokhina et al. 2003). Les protéines contenant des
résidus cystéines sont les plus exposées, mais il existe des enzymes capables de les
régénérer, comme les thiorédoxines et glutarédoxines (Lemaire 2004; Vieira Dos Santos et
Rey 2006). L'activation d'enzymes de détoxication (He et al. 2008) et la synthese
d'antioxydants font partie intégrante de la réponse-type de la plante a la sécheresse (Selote

et Khanna-Chopra 2006). L'expression de protéines chaperonnes protege les protéines et les

¥ Une plante isohydrique (c'est le cas de la plupart des ligneux) cherche a maintenir son potentiel hydrique aux
dépends de sa conductance stomatique. Une plante anisohydrique (comme le tournesol ou I'orge) maintient g
et laisse décroitre W (Tardieu et Simonneau 1998).
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ARN des dommages oxydants induisant dénaturation et agrégation (Bosl et al. 2006). Ce réle
est aussi dévolu a certaines LEA (Late Embryogenesis Abundant proteins), parmi lesquelles
les déhydrines (Close 1996; Caruso et al. 2002) qui peuvent étre associées a une thermo-
tolérance (Arora et al. 1998). En dépit de ces protections, les dommages moléculaires
interviennent et le stress hydrique est généralement marqué par une augmentation de

I'activité protéolytique (Hieng et al. 2004; Simova-Stoilova et al. 2009).

Le stress hydrique présente une composante osmotique qui déclenche des réponses ciblées,
telle que la synthése de composés osmoprotecteurs : comme la proline, la glycine bétaine,
les polyamines et le mannitol (Bray 1997; Rontein et al. 2002; Prabhavathi et al. 2002). La
réponse peut également impliquer l'induction d'aquaporines (Yamada et al. 1997; Johansson
et al. 2000; Maurel et al. 2008). Sur le long terme, la réponse d'accoutumance passe
notamment par une réorganisation pariétale, au moins au niveau de certains tissus foliaires

(Moore et al. 2008).

Le stress hydriqgue comprend donc une trés vaste gamme de réponses moléculaires aux

divers dommages que peut entrainer le déficit en eau.
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4.5 Questions et stratégie

La réponse du peuplier a un déficit hydrique est un phénoméne dépendant de
nombreuses variables et possédant une cinétique particuliére. Plus encore que la plupart des
autres contraintes abiotiques, le déficit hydrique est un phénomeéne graduel ; il faut un
certain temps pour que la carence s'installe. Ce temps peut étre mis a profit par la plante si

elle sait détecter de maniere précoce la contrainte qui se met en place.

L'expérience présentée dans la section 4.6 cherche a répondre a quelques questions :

Quelle est I'évolution des échanges d'eau et de gaz carbonique entre la plante et |'air, du

contenu en eau des organes et de la croissance primaire au cours d'un arrét d'arrosage ?

Quels changements protéomiques interviennent lors d'une contrainte hydrique, d'abord

modérée, puis sévére, dans la feuille et le cambium ?

Quel effet un rétablissement de I'arrosage qui restitue les parametres physiologiques de la

plante a-t-il sur son profil protéomique ?

Quelle proportion de ces changements est spécifique au tissu analysé ?

Durand T.C., Sergeant K., Planchon S., Carpin S., Label P., Morabito D., Hausman J-F.,,
Renaut J. Poplar under drought : comparison of leaf and cambial proteomic responses. In
preparation for submission to Trees- Structure and Function.
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Abstract

Poplar plants exposed to drought exhibited commonly reported drought stress traits
like stomatal closure, photosynthetic rate limitation, water potential reduction and loss of
water. Leafy rooted cuttings of poplar were investigated through a proteomic approach in
order to compare the water constraint response of two organs, namely leaf and cambium.
Sampling was realised during the drought period at 2 time points with increased drought

intensity and 7 days after rewatering.

Data show a different time perception of the water constraint, cambium being affected
later on. In leaves, drought induced decrease in RuBisCO, and increase in light harvesting
complex proteins abundance as well as changes in membrane-related proteins. In the
cambial tissue, the salient proteome pattern change was the decrease of multiple proteins
identified as bark storage proteins. After rewatering, almost all changes in cambial proteome
disappeared whereas a significant number of leaf proteins appeared to be differentially regulated

only during the recovery from drought.
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1. Introduction

Water deficit represents the most recurrent and the most serious environment
drawback for plants (Boyer 1982). Considering the worldwide increasing frequency of
extreme events forecasted by climate modeling (Easterling et al. 2000), intensive efforts are
made to appreciate plant adjustment abilities to environmental stresses, especially to

drought (Breshears et al. 2009).

The forest ecosystem is of particular importance from economic, biologic, atmospheric and
hydrologic perspectives. At the regional scale, CO, and water vapor exchanges between
woody species and air have been demonstrated to influence the climate (Bonan 2008). As
harsher climate conditions threaten forest health, distribution and composition (Ciais et al.
2005), it becomes important to decipher the stress coping mechanisms implied in stress

tolerance of trees.

Poplar is one of the fastest growing woody species of the temperate forest. This
productivity comes with great dependency on water supply (Barigah et al. 1994). Although
poplar is among the most sensitive woody plants to water stress (Marron et al. 2008), there
are some reasons to study its response to environmental stresses. First, the Populus genus
presents a huge number of species and cultivars which exhibit a great variability in traits
related to water deficit tolerance (Bogeat-Triboulot et al. 2007; Monclus et al. 2009;
Bonhomme et al. 2009a). Second, poplar, whose genome was recently fully sequenced
(Tuskan et al. 2006) has become a model plant for molecular studies in forestry. Its study
brings insights to phenomena specific to trees such as wood formation or seasonality. Its
ranges of reactions to biotic and abiotic factors are widely considered in the literature,
especially at leaf (Bohler et al. 2007; Berta et al. 2009), root (Chefdor et al. 2006;
Kreuzwieser et al. 2009) and xylem (Escalante-Perez et al. 2009) levels. Hence, the use of
poplar enables not only to understand specific aspects of the tree response to each type of
stress in each kind of tissue, but also the common features of the plant cell exposed to a

stressing agent.

Poplar drought stress responses at the root level (Salekdeh et al. 2002), the leaf level (He et

al. 2008), or both (Plomion et al. 2006; Bogeat-Triboulot et al. 2007) have been extensively
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documented. Given that these organs are responsible for the water dynamics inside the
whole plant, they must react rapidly to a stress in order to allow plant survival. On the long
run, a successful reaction ends up to an acclimation, which requires that each part of the
organism fine-tunes to suboptimal conditions. The perception of the constraint largely
depends upon the position, the age and physiological stage of the organ (Marron et al. 2006;
Cosio et al. 2006). Among the tree tissues, further investigation is needed to unravel the
cambium response to stress, as this specific tissue is responsible for secondary growth and
wood formation, an exclusive histological trait of woody plant species (Mellerowicz et al.

2001).

Since gene transcription level is not automatically correlated to the actual abundance of
active proteins, and given that poplar genome, although sequenced, is not fully annotated
yet, untargeted approaches such as proteomic studies keep on constituting effective tools
for the identification and for the time-dynamics assessment of biological functions affected

by a constraint.

The present research paper aims at characterizing the physiological state of a poplar plants
at 2 timepoints of a water constraint: mild stress, severe stress and recovery. A quantitative
proteomic analysis was undertaken for the identification of proteome changes in leaf and

cambium in response to the constraint.
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2. Material and methods

2.1 Plant material & water constraint

Rooted cuttings of Populus tremula L. x P. alba L. (Populus x canescens (Aiton) Smith)
genotype INRA 717-1B4 were placed in 10 dm? pots filled with a sand-peat moss soil mixture
(25:75, v/v, pH 6.9) in a growth chamber. Control conditions were set at 22°C, 70% of
relative humidity, and irradiance of 1000 umol.m™?.s™ provided during 16 h per day. All initial
cuttings were 15 cm in length and 15 mm £ 1mm in diameter. The rooted plantlets had a leaf
total area of 1725 *+ 125 cm? in average at the beginning of the experiment. Water stress was
induced by withholding water during 12 days. Once the plants reached a predawn leaf water
potential equivalent to -0.9 MPa they were re-watered to field capacity during 7 days.

Control plants were watered to field capacity every second day.

2.2 Predawn leaf water potential (V)

Soil water availability was estimated by predawn leaf water potential (Wwp, MPa) with a
Scholander-type pressure chamber (PMS-670; PMS Instrument, Albany, OR, USA) as
previously reported (Monclus et al. 2006). Three biological replicates from different plants
were made. This parameter was used to assess the intensity of the constraint so as to

perform the samplings at the appropriate moment.

2.3 Gas exchange measurement

The stomatal conductance to water (gs, mmol H,0 m™.s™) and the photosynthetic rate (Py,
pmol CO, mZs™') were measured using a portable photosynthesis system (Ciras-2, PP
Systems, Hitchin, Herts, UK) on young fully expanded leaves. The same leaf level was chosen
for the proteomic analysis. Temperature in the photosynthetic leaf chamber (PLC) was
controlled at 23 °C + 1°C. The CO, concentration of the air flowing at a rate of 200 mL.min™
over the 2.5 cm? section of leaf clamped inside the PLC was 400 umol.mol'l. The light

intensity during measurements was 1000 umol.m™.s ™.
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2.4 Growth measurement

Primary growth of plants was estimated on the basis of the total leaf area (cm?), which was
calculated according to the formula given by Brignolas et al. (2000). The cutting secondary
growth was monitored using an automatic point dendrometer described in Morabito et al.

(2006) to measure the diameter increase (um).

2.5 Water contents

Fresh and dry weights of plants organs were used to estimate the water content (WC). In
the case of the leaves, the measurement of saturated mass after 16 hours immersion in
water allowed to calculate the relative water content (RWC). The calculation was made as

follow. RWC (%) = (fresh weight — dry weight) x 100 / (saturated weight — dry weight).

The water content of the stem was calculated as WC (%) = (fresh weight — dry weight) x 100

/ fresh weight.

2.6 Tissue sampling

Three fully expanded leaves per plant as well as the cambial cells of three plants were
collected on day 0-8-12 and 19, from stressed and control plants. Tissues were immediately
frozen in liquid N, and stored at -80°C prior to protein extraction. The cambial cells have

been obtained as described in Durand et al. (2010, in press).

2.7 Protein extraction and separation

Proteins were extracted from ground tissues using a TCA-acetone protocol described in
Durand et al. (2010, in press). The extracted proteins were labeled with 240 pmol CyDyes™
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK) per 30 pg of proteins. Cy2 was used for the labelling of
the internal standard consisting of a mix of equal amounts of each sample. For control and
treated plant samples, a dye swap was used between Cy3 and Cy5 to avoid problems
associated with preferential labelling. The separation of the proteins was performed by
bidimensional electrophoresis. The isoelectrofocusing was done using an IPGphor system on

24cm strips 3-11 non linear pH range (GE healthcare) until reaching 85,000 V.h at 20°C. The
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strips were then equilibrated in two steps. First, proteins were reduced by 1% DTT for 15 min
and, second, alkylated by 2.5% (w/v) iodoacetamide for 15 min. The SDS-PAGE was
performed on 12.5% (w/v) acrylamide-bisacrylamide (37.5/1) gels. A power of 2W per gel
was applied. After migration and fixing of proteins in the gel, images were captured using a

Typhoon Variable Mode Imager 9400 (GE Healthcare).

2.8 Protein relative quantification and identification.

Images of gels were analyzed using DeCyder v.6.05.11 software (GE Healthcare). The
automatic matching was manually confirmed for spots selected for further study and
identification. The relative quantification of proteins, based on the normalized volume of
spots, allowed the statistical comparison of their abundance. A Student t-test performed
inside the DeCyder determined differentially expressed proteins with a variation factor of at
least 1.3 in abundance (up and down) and a p-value < 0.05. A false discovery rate correction

was applied in the software.

Spots were picked from the gel and digested by trypsin for 6 h at 37°C using an Ettan Dalt
Spot Handling Workstation (GE Healthcare) before acquisition of MS and MS/MS spectra
with a MALDI-TOF-TOF analyser (4800 Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The NCBI
poplar Expressed Sequence Tags (EST) database used for the interrogation contained
419,944 poplar sequences and was downloaded from the NCBI database on 06/11/2009. A
viridiplantae protein database was also used, that was downloaded on 02/17/2009 and
contained 1,214,000 sequences. Detailed search criteria were described in Durand et al.

(2010, in press). Each spectrum was manually verified, even with low MASCOT score.
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3. Results
3.1 Physiological results

The predawn leaf water potential (W) of control plants was equal to -0.2 MPa throughout
the experiment (Figure 1). Withholding water induced a significant decrease in W from day 6
on. At day 8 and 12 W of stressed plants reached -0.50 MPa, and -0.90 MPa respectively.
Four days after rewatering, W returned to control values, -0.2 MPa.

Days after withholding water

0.00 T T T T T T T T T

-0.20 g

-0.40

-0.60

-0.80

Predawn leaf water potential (Mpa)

-1.00

i Rewatering

v

-1.20

Figure 1. Time course of predawn leaf water potential of Populus tremula x P. alba genotype 717-
1B4 of control and drought exposed poplars. Plants were rewatered at the end of day 12 for a 7 days
recovery period. Bars represent the standard error of 4 replicates (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001;
open squares indicate values for control plants, plants exposed to water stress are represented by
filled squares).

The stem water content of control plants oscillated during the experiment between 54.8 and
56.2% (Table 1). Withholding water did not significantly modify this parameter on day 8, but
a significant 7% decrease was observed on day 12. After rewatering, this parameter was
equivalent to control values. The leaf relative water content (RWC) of control plants was
between 90.1 and 92.0%. Stressed plants exhibited significant 6.0% and 5.0% reduction of
leaf RWC on days 8 and 12, respectively. RWC was back to control value on day 19 (Table 1).
The total leaf area of control and stressed plants were similar at the beginning of the
experiment and no changes could be observed during the water starvation. On day 19, 7
days after rewatering, the abscission of lower leaves from stressed plants resulted in a 22%
reduction of the total leaf area (Table 1). The stem height of stressed plants was significantly
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reduced (-12%) compared to control plants starting from day 12 on and remained lower
after rewatering (Table 1).

The stomatal conductance (g;) of control plants was between 138 and 166 mmol H,0 m? s
! during the experiment. Water-starved plants exhibited a reduced g, equal to 32 and 19
mmol H,0 m? st on days 8 and 12, respectively (Table 1). The g returned to control values
after 7 days of rewatering. The photosynthetic rate (Py) of control plants was between 17.8
and 19.7 pmol CO, m? s during the experiment. Stressed plants exhibited a reduced Py
equal to 4.68 and 4.65 pmol CO, m™? s™ on days 8 and 12, respectively. The Py returned to
control values after 7 days of rewatering.

The stem diameter of stressed plants did not show significant difference compared to
control, even if the shape of the curve suggests that a longer constraint of the same intensity
should lead to significant reduction of secondary growth (Figure 2).

Table 1. Physiological parameters of Populus tremula x P. alba genotype 717-1B4 plants that were
well-watered (Control) or that were subjected to drought stress by withholding water for 12 days
followed by a 7 days recovery period during which water supply was equal for control and water
stressed plants (Water Stress).

Day of withholding water 0 8 12 19

Stem water content (%)

Control 55.0+0.5 548+1.0 56.2+0.3 55.8+1.3
Water Stress 53.8+1.9 52.3+0.9** 546+0.5
Leafrelative water content (RWC %)
Control 90.5+2.1 92.0+0.8 90.6+1.9 90.1+1.3
Water Stress 86.0+0.3*** 85.6+2.2% 92.1+1.1
Total Leaf Area(cm?)
Control 1589+123 2249+ 89 2609 +59 2958+ 79
Water stress 1860+127 2383 +98 2446 +98 2307 £98***
Stem height (cm)
Control 443+2.5 56.1+2.3 62.5+24 723+25
Water stress 46.2+2.5 544+2.1 55.0+2.4% 64.5+2.7*
Stomatal conductance (mmol H,O m2 s'1)
Control 155+43 138+19 152+16 166+ 30
Water stress 32+ 7%* 19 £ 3*** 241+28
Photosynthetic rate (umol CO, m2s1)
Control 17.8+1.0 179+1.6 188+1.4 19.7+1.7
Water stress 4.68+1.9%** 465+1.1%%* 23.0+1.0
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3.2 Proteomic changes

After analysis, the electrophoresis gels revealed that 82 leaf protein spots and 65 cambial
protein spots changed in abundance during or after water stress (Figure 3). Among them, 62
leaf spots and 41 cambial spots were identified (Tables 2 and 3). The main part of the leaf
proteome changes occurred on day 19 (45 spots out of 82) whereas most of the cambial
proteome variations were observed on day 12 (57 spots out of 65). The functions of the
identified proteins affected by the drought are summarized in table 4.

18.0

17.5

17.0

16.5

16.0

155

15.0

Cutting diameter (mm)

145

140 |

Withholding water Rewatering
135 1 1 1 1 1 *1 - -

-12-10 -8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Days

Figure 2. Evolution of the cutting diameter of Populus tremula x P. alba in control condition (full
black line) or when exposed to water stress (interrupted line). Stressed plants were rewatered at the
end of day 12 and allowed to recover for 7 days. Bars represent standard error of 6 replicates. No
statistical differences were observed between treatments.
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4, Discussion

Physiological status

Drought or water deprivation is detrimental to plant growth and physiology since the
water flux from the soil to the air is the driving force of cell feeding in minerals. As a first
reaction to water deficit, a plant in general, and particularly poplar, tends to close its
stomata (Caruso et al. 2002; Silim et al. 2009). This limits water losses and damage in tissues,
and especially the irreversible cavitation of xylem, although this also induces a putative

shortage in supply that can affect the whole metabolism (Cochard et al. 2007).

In the present study, the watering starvation resulted in a significant decrease of the
predawn leaf water potential of the plant (W) within 4 days (Figure 1). According to the
monitoring of W, it was possible to realize two samplings. The first sampling, on day 8 was
done on poplar plants which already perceived and reacted to the water deficit: the
stomatal conductance exhibited a 77% reduction, correlated with a 74% decrease in the
photosynthetic rate (Table 1). In the same time, the leaf RWC was lessened by 6%. On day 8
the water constraint induced changes that impaired the functioning of the plant, leading to

the observation that plants underwent a creeping drought stress.

The second sampling was realized on day 12. The leaf W reached -0.90 MPa, which
represents a strong constraint for trees as drought-sensitive as poplars (Monclus et al. 2009).
As the soil became dryer, the stomatal conductance displayed a 88% inhibition compared to
control plants while the leaf RWC remained significantly lower in stressed plants. In parallel,
the stem height ceased expanding (Table 1). Similarly, the stem diameter of stress exposed
plants did not further expand between days 8 and 12 (Figure 2) even if no significant
difference occurred compared to control plants. Considering the changes in stem water
content (Table 1), and that, after rewatering, the two trunk diameter curves meet again
within 2 days, it is obvious that the water reserve of the stem was mobilized during the

stress. Consequently on day 12 the plants faced an installed drought stress.

Chapitre 4: Le stress hydrique
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Proteomic changes in the leaf

The proteins of the photosynthetic apparatus were among the most affected by water
stress. The mild stress that occurred on day 8 (-0.5 MPa) only induced a more abundant
oxygen evolving enhancer 2 (spot 2114). The proteins of the water-splitting complex are
known to be among the most sensitive indicators of drought (Blodner et al. 2007). On day
12, 4 RuBisCO spots (1236, 1444, 1569 & 2220) were less abundant, whereas 4 light
harvesting complex Il (Ihcb) spots (1630, 1860, 1914 & 1916) were increased in quantity. This
can be explained by a need for replacement of less active or damaged proteins that would
be consistent with the high stress sensitivity of the photosystem 2 (PSIl) (Murata et al. 2007).
One ferredoxin oxidoreductase (spot 1514) was also reduced on day 12. During and after the
water constraint, a hydroxypyruvate reductase was less abundant (spots 1126 & 1135),
which is bound to the regeneration of glycerate 3-phosphate used in the Calvin cycle. After
recovery, 12 proteins related to photosynthesis were increased in intensity: 6 RuBisCO (spots
1441, 2116, 2157, 2158, 2161 & 2220), the 4 lhcb proteins previously altered on day 8, and 2
spots of the lhca (spots 2041 & 2045).

The quantitative changes that occurred in the carbohydrate metabolism during the
experiment were globally negative for every sampling date. The principal proteins affected
by drought were some fructose-bisphosphate aldolase (spots 1140, 1149, 1218, 1233 &
1240) and some glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (spots 1109, 1213, 1238 &
1261). However, one carbonic anhydrase increased on days 12 and 19 (spot 2047). This
enzyme is involved in CO, fixation and in processes of photosynthesis and respiration

(Moroney et al. 2001).

The protein metabolism was marginally affected. The reduction in quantity of an O-
acetylserine (thiol)lyase (spot 1284), also implied in sulfur metabolism, and the up regulation
of a 20S proteasome beta subunit on day 19 (spot 2112) are insufficient to conclude about

general effects on protein metabolism and catabolism.

Several proteome modifications indicate an effect of drought stress on cell membranes.
Two plastid-lipid-associated proteins were increased in quantity by drought on day 8 (spots
1638 & 1648), one of those was also up regulated on day 19. The same response was
previously observed under heat stress (Durand et al. unpublished). One SHOOT 1 protein

was more abundant on day 8 (spot 1451), one another was reduced in quantity in day 12
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(spot 1446). This protein possesses a tetratricopeptide repeat (TPR) domain and a PDZ
domain that suggests an interaction with the plasma membrane. The "predicted protein" in
the spot 1454, reduced in quantity on day 19, was another protein with a TPR domain. One
protein with a TPR domain has recently been shown to be required for the ABA-mediated

response of Arabidopsis thaliana to osmotic stress (Rosado et al. 2006).

Two chloroplastic ATPase increased in amount on day 8, (682 & 685), therefore, the energy
metabolism was affected early in the drought stress. A chloroplast ATPase was shown to
accumulate under water stress in rice leaf (Ali et Komatsu 2006). There is a link between
mitochondrion and photosynthesis; the reduction of TCA enzymes has been correlated to
augmented ascorbate acid synthesis and improved photosynthesis (Nunes-Nesi et al. 2008).
Indeed, stressed plants exhibited a reduced abundance in 2 malate dehydrogenase (spots
1263 & 1663). Furthermore, the increased amount of a glycolate oxidase (spot 2127) on day
19 is consistent with a role of the glycolate oxidation in the metabolic flexibility towards
environment changes (Niessen et al. 2007), and suggests that it could be involved in

acquired tolerance.

Among stress related proteins, 2 germin-like and one auxin-binding protein were affected
on day 19 (spots 2135, 2181 & 2198). These two families of proteins are very close (Ohmiya
et al. 1998) and play multiple roles in development, cell wall synthesis, osmotic regulation,
carbohydrate catabolism, etc. (Caliskan 2000; Timpte 2001). Interestingly 2 GroES
chaperonin (1955 and 1963), a 2-cys peroxiredoxin (2074) and a catalase 1 (2109) were not
affected during the constraint, but increased in amount only at day 19. A 2-cys
Peroxiredoxin, a nuclear-encoded chloroplastic protein, was up regulated in rice leaf during

drought (Ali et Komatsu 2006).

Proteomic changes in the cambial zone

The majority of the protein changes in the cambial zone occurred on day 12, i.e. during the
acute phase of the stress. The prominent proteomic feature of the early cambial response to
drought was the decreased abundance of 3 spots of a predicted protein (1014, 1020 & 1023,

ratios from -1.69 to -1.59). An Interproscan’ interrogation showed the presence of a lipase-

® http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/
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GDSL domain in these unnamed proteins. GDSL-motif proteins have been associated with
salt stress and wound stress resistance in plants (Naranjo et al. 2006; Kim et al. 2008). Some
GDSL-motif proteins have also been shown to be reduced in quantity in cambium of poplar
under Cd stress (Durand et al. 2010, in press). No precise role has been allocated to them

yet.

Two sucrose synthase were more abundant on day 12 (spots 239 & 245), possibly involved
in osmotic adjustment, or to meet the increased glycolytic demand caused by stress
(Déjardin et al. 1999). The transcription of sucrose synthase is up-regulated under drought
stress in leaves of Arabidopsis (Baud et al. 2004) whereas its abundance is decreased by heat

shock in cambium of poplar (Durand et al, unpublished).

Some changes in the protein metabolism on day 12 tend to show a decrease in protein
degradation (spots 1325 & 1407). In the same time, a putative elongation factor EF-2 (spot
354) increased in abundance, which intervene in the cold response of Arabidopsis (Guo et al.
2002), and, potentially, in the drought tolerance of Prosopis juliflora (George et al. 2007).
Altogether with the 2 glycine-rich proteins (1471 & 1490), which own a cold shock domain,
and are reported to stabilize RNA for translation improvement under stress (Sahi et al.

2007), this suggests an active stress response of the cambial tissue at the translational level.

During the acute phase of the water stress, 2 glutathione-S-transferase and one class 1
ascorbate peroxidase (APX1) decreased in abundance (spots 1492, 1495 & 1367), signs of a
redox modification in the tissue. APX1 is part in the apoplastic antioxidant system which is
involved in the regulation of H,0, levels that participates to the lignification process (Ros-

Barcelo et al. 2006).

The most quantitative feature of the cambial proteome response to drought was a
decrease in abundance of 10 28 kDa bark storage proteins (BSP, spots 1273, 1275, 1278,
1279, 1281, 1282, 1286, 1287, 1305 & 1307). This change occurred while the curve
representing the diameter growth of the trunk showed a clear although non-significant
inflection (Figure 2). The BSPs have an important role in relation to short-time and seasonal
nitrogen and carbon trade-off between storage and mobilization (Coleman et al. 1994,
Chantuma et al. 2009). The mobilization of storage proteins and carbohydrate has already
been related to drought response in Oak (Jorge et al. 2006). In leaves of Populus trichocarpa

under water stress, Plomion et al. (2006) observed an accumulation of BSP. The mobilization
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of nitrogen and carbohydrates stored in BSP may allow the cambium to remain active in
spite of the drastic limitation of photosynthesis and the consequent shortage of

photosynthates.

Others

The drought induced response exhibited changes in functions involved in the cytoskeleton
and cell wall synthesis: tubulin (spots 739 & 1683) and actin (955, 957 & 1606) ; the cell wall
adaptation to water deficit tolerance is an important issue in the comprehension of plant
growth under constraint (Moore et al. 2008). A vacuolar ATPase decreased in amount on day
8 (spot 497). The involvement of V-type ATPase in stress response, possibly linked to cell
turgor, is far from being clarified yet (Dietz et al. 2001). A mitochondrial ATPase was found
to increase in abundance on day 12 (spot 718). A serine hydroxymethyltransferase was more
abundant on day 12 (spot 695). This serine producing enzyme is linked to photorespiration
and C1 metabolism and has been described in stress context; its abundance increased in leaf
of rice under water stress (Ali et Komatsu 2006) but decreased in leaves of poplar under

ozone stress (Bagard et al. 2008).

Conclusion

In accordance with what is known, poplar exhibited constancy in the drought response
pattern : stomatal closure (Marron et al. 2002), leaf water potential reduction (Bonhomme
et al. 2009b) leaf abscission (Marron et al. 2003), growth inhibition (Monclus et al. 2006).
The response exhibited contrasted proteomic patterns depending on the tissue. Proteomic
data indicate a delay between the response in leaves, which stressed state was clear on day
8, and cambial zone which was unaffected at this date, except for the inhibition of 3 GDSL-
motif proteins. When stem water content was altered by water shortage, on day 12, then
the cambial proteome changes indicated a stress. Differences arose between tissues. The
leaf tissue particularly exhibited increased abundance in proteins of the light harvesting
complex, as was reported by Ali & Komatsu (2006). This did not avoid a reduction in Py. Leaf
proteome also displayed changes in proteins related to membrane stability, consistently

with membrane integrity being jeopardized by water stress and having a key role in stress
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sensing. On the other hand, the bark storage protein decrease was a marked cambial specific

feature in this experiment.

Another noteworthy difference appears when comparing sustainable changes. After
recovery, only very few changes were observed in cambial proteome (1 out of 65 differential
proteins) whereas an important fraction of the leaf proteome changes occurred specifically
at this date (45 out of 82). This can be correlated to stress acclimation or to 'priming' (Bruce
et al. 2007) that enables an acquired tolerance towards future stress. From these data, it
seems that the foliar tissue is more propitious to prophylactic arrangement than cambium,

probably due to its more precocious stress sensitivity.

Chapitre 4: Le stress hydrique

[E—
~
~



4.7 Discussion et perspectives

Au cours de cette étude, les plants de peupliers ont été soumis a un stress réversible ;
100% des plants y survivent, reprennent leur croissance et retrouvent un niveau
photosynthétique similaire aux témoins. L'abscission des feuilles inférieures peut étre
considérée comme un dommage chronique, mais également comme une réponse adaptée

de réduction de la surface foliaire visant a limiter les pertes d'eau (Tardieu 2005).

Aprés 8 et 12 jours d'arrét de l'arrosage, la teneur en eau du sol représentait
respectivement une réduction de 34 et de 48% de la capacité au champ (données non
publiées). Sans surprise, les changements protéomiques traduisent une différence dans la
perception de la contrainte. A partir du prélevement du Sémejour, alors que le cambium n'est
guasiment pas affecté, les feuilles, davantage exposées, subissent des changements. Au
12°%me jour, alors que la teneur en eau de la tige est significativement altérée (-7%), se
produit I'essentiel des changements dans le protéome cambial. Ces changements indiquent
un ralentissement d'activité métabolique et une mobilisation des réserves (bark storage

proteins).

Les changements hypothétiquement liés a une réponse de type stress se limitent a la

eme

diminution en abondance de 3 protéines possédant un domaine GDSL au 8™ jour et a la

(Iégére) diminution de 3 enzymes du cycle Halliwell-Asada au 12°™ jour. Il semble donc que,
la diminution de son activité mise a part, la zone cambiale ne subisse pas de dommages
particuliers au cours de cette expérience. La sensibilité du peuplier a la sécheresse ne se joue

vraisemblablement pas a ce niveau.

Au niveau foliaire, un phénomeéne intéressant se produit apres la période de réarrosage, au
jour 19. La contrainte est terminée, les plantes ont retrouvé un état normal d'aprés tous les
parametres mesurés. Le profil protéique foliaire montre néanmoins une amplitude de
changements aussi importante que lors de la contrainte, et concernant des spots qui
n'avaient pas été significativement affectés au cours de cette contrainte. Les teneurs en
RuBisCO, en lhca, en fructose bisphosphate aldolase, par exemple, sont supérieures a celles

des plants témoins. C'est aussi le cas de deux chaperonnes GroES.
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De nombreux exemples de tolérance acquise par une exposition préalable a un agent
stressant (Uenishi et al. 2006; Fujita et al. 2006) ont fondé le principe de I'amorcage des
défenses par un épisode de stress (Bruce et al. 2007), et I'on peut supposer que c'est ce
phénomeéne qui se produit dans les feuilles de peupliers aprés un stress hydrique. Les
données indiquent qu'une fois revenue aux conditions optimales, les feuilles ne retournent
pas a leur état initial, comme on peut le voir dans le tissu cambial, mais présentent un

nouveau profil protéomique.

Il semble logique que I'amorcgage ait lieu au niveau des organes les plus sensibles, c'est-a-
dire les feuilles, plus précocement affectées par la contrainte comme I'expérience I'a
montré, et ou une réponse rapide est primordiale pour la gestion du stress, ce qui tendrait a
expliquer I'absence de réponse dans le cambium apres 7 jour de retour a la capacité au
champs.

La maniere dont cet amorcage permet a la plante de se prémunir contre une contrainte a
venir est encore discutée (Goellner et Conrath 2008; Beckers et al. 2009) et représente un
aspect important de la réponse du végétal, une adaptation au fait qu'une contrainte

environnementale se produit rarement de maniére isolée.

Chapitre 4: Le stress hydrique

[E—
~
\O



-]
anbripAy ssaxys 977 4 anidey) w



Chapitre 5

Discussion generale




5.1
5.2
5.3

5.4

Etat de stress en relation avec les contraintes
Réponses foliaires au stress chez le peuplier
Réponses cambiales au stress chez le peuplier

Perspectives

le

4

Chapitre 5: Discussion généra

[E—
o0
(\®)



5.1 Etat de stress en relation avec les contraintes

Dans chacun des trois types de stress étudiés au cours de cette thése, a savoir les
stress métallique, thermique et hydrique, le suivi des paramétres physiologiques et morpho-
logiques de la plante nous a permis d'observer |'impact des contraintes appliquées afin de
les définir comme telles. C'est ainsi que |'exposition du peuplier a un sol contenant 265 ou
300 mg Zn.kg’l, par son absence d'effet sur les paramétres mesurés (croissance primaire et
secondaire, échanges gazeux, homéostasie de minéraux essentiels) s'est avérée ne pas
correspondre a une contrainte : la plante n'était pas dans un état de stress, ce que
confirment les trés faibles changements observés dans I'analyse protéomique (chapitre 2 :

stress métallique).

Dans les autres cas étudiés, I'impact du traitement est clairement visible. L'exposition a 360
mg Cd.kg™ dans le sol perturbe fortement la croissance et la photosynthése des plantes.
L'exposition a 50 mg Cd.kg'1 présente des symptdmes moins sévéres, néanmoins ces deux
traitements provoquent un stress métallique caractérisé et une accumulation des métaux
dans les organes de la plante. L'élévation de température de 22 a 42°C sur un mode graduel
(HG) ou sous forme de choc (HS) affecte la plante de maniére contrastée, mais |'affecte
significativement (Chapitre 3 : stress thermique). L'arrét d'arrosage a un impact clairement
démontré sur la physiologie de la plante dés le 6°™ jour (Chapitre 4 : stress hydrique). Ces
contraintes sont suivies d'une période d'exposition aux conditions 'normales' considérées
comme étant optimales ; sauf pour le stress métallique, la pollution du sol étant

irrémédiable. La encore, le suivi des parameétres physiologiques a permis de constater un

retour au fonctionnement normal de la plante.

Les contraintes étant de natures différentes, elles ont des effets distincts, et il est difficile
de quantifier l'intensité du stress produit en vue de comparer les expériences réalisées. La
mesure de l'activité des enzymes du cycle Halliwell-Asada ou la quantification des
antioxydants cellulaires (glutathion, ascorbate, polyphénols, etc.) sont parfois évoquées pour
estimer l'intensité du stress (Grene 2002; Arora et al. 2002). En effet, le stress oxydant
intervient dans tous les types de stress jusqu'ici décrits (Mittler 2006b). Les mesures en

guestion s'averent toutefois d'une interprétation délicate, d'une part parce qu'il existe un
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grand nombre de protocoles qui ne mesurent pas exactement la méme chose (Huang et al.
2005), et d'autre part parce que les niveaux de ROS, régulés par plus de 150 geénes
constituent une réponse cellulaire de protection sans nécessaire corrélation avec un fort
degré de stress (Mittler et al. 2004). Ainsi, la poussée oxydante™, qui peut conduire a la mort
cellulaire programmeée, est également médiatrice de la réponse de la cellule dans le cadre de
stress abiotiques ou du développement. Par conséquent, la mesure du niveau de stress subi

par la plante reste problématique.

Afin de pouvoir exploiter les résultats présentés dans cette theése, nous fonderons
I'estimation de l'intensité de la contrainte, d'une part sur les données physiologiques
présentée plus haut et qui montrent des effets de méme amplitude pour les stress
thermiques et hydriques, et un effet plus sévere du stress métallique induit par le cadmium ;
et d'autre part sur le niveau de perturbation du protéome : le nombre de spots protéiques
significativement altérés lors du traitement (figure 5.1). Cette estimation est uniquement
indicative ; elle ne tient compte ni du nombre total de spots protéiques détectés sur les gels
d'électrophorese ni du nombre de protéines effectivement présentes dans le tissu, ni de la
guantité d'isoformes affectées, ni de l'intensité des variations subies par ces protéines. Elle
va toutefois nous permettre de faire quelques observations qu’il conviendra de traiter avec

prudence, puisque les durées des différents traitements sont également variables.

On note ainsi que I'exposition a un sol contenant 360 mg Cd.kg'1 est la contrainte qui
entraine les plus nombreux changements dans les profils protéomiques, a la fois dans les
feuilles et dans le cambium, tandis que I'exposition au Zn est celle qui en provoque le moins.
Cela est cohérent avec les conclusions présentées ci-avant sur la sévérité du stress provoqué
par Cd et sur l'absence de stress lors de |'exposition au Zn. Cela semble valider notre
approche de l'estimation de l'intensité du stress par le biais du nombre de spots

différentiels.

% oxidative burst' qui intervient en réaction a une élicitation par un pathogene (Bolwell et al. 1995), suite a
un stress osmotique ou mécanique (Yahraus et al. 1995) ou encore thermique (Avsian-Kretchmer et al. 1999) et
déclenche des réponses variées aux niveaux enzymatique et transcriptomique.
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Figure 5.1 Spots protéiques présentant une intensité significativement altérée (ratio >1.3, p<0.05)
dans les feuilles (bleu) ou le tissu cambial (rouge) de jeunes plants de Populus tremula x P. alba 717-
1B4 soumis a divers contraintes environnementales. Le retour aux conditions normales se déroule
sur 7 jours pour les contraintes hydriques et thermiques.

La figure 5.1 permet de supporter les conclusions faites sur l'effet de la contrainte
hydrique, a savoir que la feuille est le premier a subir un stress (jour 8), alors que le tissu
cambial ne présente des changements protéomiques que lors de la phase aigué de la
contrainte (jour 12). Aprés 7 jours de réarrosage, le recouvrement des fonctions
physiologiques s'accompagne d'un retour a la normale du profil protéomique cambial alors
qgue la feuille présente des changements durables (c'est-a-dire, dans notre cas, visibles 7
jours aprés l'arrét de la contrainte) potentiellement liés a I'amorcage d'une tolérance

acquise.

Lors des contraintes thermiques, on observe une plus faible proportion de changements
durables, c'est-a-dire visibles 7 jours apres la fin de la contrainte (retour a 22°C), et aucune
différence n'apparait a cette date entre la feuille et le tissu cambial en terme de nombre de

spots variables.

On remarque également que lors de la phase aigué de la contrainte (jour 12 en stress
hydrique ou HS 42°C), les changements sont plus nombreux dans le protéome cambial que
dans la feuille : +159% lors du stress hydrique, et +147% lors du stress thermique. Cette
différence est négligeable lors de I'élévation graduelle de la température (HG 42°C). Ce
résultat est potentiellement di au caractere 'peu' varié des fonctions impliquées dans
I'activité cambiale qui a pour principale spécificité une division cellulaire importante. La

feuille, en revanche, posséde des capacités de synthése multiples pour assurer ses fonctions,
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il doit notamment, méme en situation optimale, réguler les ROS produits par la
photosynthése et la respiration, et combattre les dégats induits, notamment, par la lumiere.
Ainsi, schématiquement, les fonctions protéiques requises pour la réponse de stress sont
moins présente dans le tissu cambial non stressé que dans la feuille, ce qui peut
éventuellement expliquer les changements moins nombreux dans ce dernier.

On observe enfin sur la figure 5.1 que les traitements HS et HG, en termes quantitatifs,
n'ont pas le méme effet sur le protéome cambial. Pour aller plus loin dans la comparaison, il

faut s'intéresser a l'indentification des protéines différentielles.
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5.2 Réponses foliaires de stress chez le peuplier

Les stress thermique, hydrique et métallique ont tous un effet drastique sur le niveau
de la photosynthése. Les changements protéomiques refletent cet effet. La RuBisCO et la
RuBisCO activase figurent parmi les protéines les plus affectées : leur teneur est réduite lors
du stress, comme on peut le voir dans la littérature (Romero-Puertas et al. 2002; Vincent et
Zivy 2007; Allakhverdiev et al. 2008). La chaine de transport d'électrons et la fixation du
carbone sont des étapes clairement affectées par le stress. Dans chacune des expériences,
on observe que le stress touche de maniéere prononcée les protéines du PSIl, comme les Lhcb
et les OEE2. Cela confirme que le PSIl est le complexe protéique de l'appareil photosyn-

thétique le plus sensible aux contraintes abiotiques (Murata et al. 2007).

A partir des produits de la photosynthese, la feuille procéde a la synthése des glucides,
synthese qui subit les conséquences d'une baisse de l'activité photosynthétique. Au cours
des contraintes, le métabolisme des sucres est fortement diminué, ainsi que le métabolisme
énergétique en général. Les profils protéomiques suggérent également une augmentation

de la photorespiration.

Le niveau de redox de la cellule est modifié par le stress oxydant qui accompagne les
contraintes. Les biomolécules oxydées peuvent devenir toxiques, c'est pourquoi on observe
des changements d'abondance (généralement dans le sens d'une augmentation) des
enzymes de détoxication du cycle Halliwell-Asada et surtout de péroxyredoxines qui, avec les
HSP, sont les protéines qui présentent les modifications les plus importantes et les plus

systématiques.

Ces fonctions représentent I'essentiel de la partie identifiée de la réponse protéomique
foliaire, c'est-a-dire 78% de cette derniere, et expliquent la réduction de croissance primaire
et secondaire observée lors des contraintes hydriques et métalliques ; la durée limitée des

contraintes thermiques empéche de conclure quant a leur effet sur la croissance.
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Parmi les changements minoritaires, on observe d'autres similitudes, en particulier entre
les réponses a l'arrét d'arrosage et au gradient thermique : des modifications en abondance
de germin-like proteins. Cette réponse est partagée, dans une moindre mesure, avec le
stress métallique. Les germins et les germin-like appartiennent a une famille multigénique
liége a la tolérance envers divers contraintes (Manosalva et al. 2009). Elles interviennent
potentiellement dans le métabolisme pariétal lors du stress ou au cours du développement

(Mathieu et al. 2006).

La réponse foliaire envers les différentes contraintes appliquées apparait globalement
identique. Au niveau du protéome analysé, |'état de stress semble générique. La cinétique de
la réponse est, quant a elle, dépendante de la nature biophysique de la contrainte. Les
données recueillies ne permettent pas d'expliquer pourquoi le stress hydrique est le seul a

produire une importante durabilité des modifications protéomiques.
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5.3 Réponses cambiales de stress chez le peuplier

Le cambium est un tissu beaucoup moins accessible a I'observation que la feuille. La
mesure de son état physiologique nécessite une approche histologique ou un suivi de la
croissance radiale dont il est le moteur. L'une comme l'autre de ces méthodes ne peuvent
s'inscrire dans I'étude de stress de courte durée comme c'est le cas de la plupart des
traitements effectués durant cette thése. L'analyse superficielle de coupes histologiques de
tiges a l'issue des 61 jours d'exposition des plantes au Cd ou au Zn n'a pas permis de montrer
un effet du traitement sur la structure du xyleme (épaisseur des parois, ratio vaisseaux /

fibres) ; cette démarche n'a donc pas été entreprise pour les autres contraintes.

Le suivi de la croissance radiale de la tige a été réalisé grace a la pose de dendrometres mis
au point a I'NRA d'Orléans. Situés 5 cm sous la nouvelle pousse de la bouture, ils permettent
la capture a intervalles réguliers (par exemple toutes les 5 minutes) de I'accroissement du

diameétre de la bouture initiale (figure 5.2).

Figure 5.2 Dendrométre mesurant en permanence l'accroissement du diamétre de la tige de la

plante.

La durée des contraintes thermiques (2 jours pour HS, 5 jours pour HG) n'a pas permis
d'observer d'effet significatif d'une élévation de la température sur l'accroissement du
diametre de la tige. Le traitement par arrét d'arrosage s'est déroulé sur 12 jours. Le potentiel
hydrique foliaire de base était significativement affecté au 6°™ jour, on considérera que la
contrainte hydrique a duré 6 jours. Les données sur l'accroissement radial (figure 5.3,
également présentée dans l'article au chapitre 4.6) montrent un infléchissement a partir du
6°™ jour. L'accroissement radial semble stoppé jusqu'au jour 12 ol la teneur en eau de la
tige est significativement réduite, méme si aucun effet statistique sur le diamétre n'est

mesuré.
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Figure 5.3 Evolution du diametre de la bouture de Populus tremula x P. alba en condition témoin
(ligne continue) ou soumis a un arrét d'arrosage (ligne discontinue). Les plants stressés sont a
nouveau arrosé au jour 12 sur une durée de 7 jours. Les barres représentent I'erreur standard pour 6
réplicats.

L'exposition au Cd induit une inhibition de la croissance radiale qui est clairement
significative (voir chapitre 2.8 et figure 5.4). Cet effet est visible des que le débourrement de
la nouvelle tige donne les premieres feuilles qui réamorcent la croissance radiale des plants
témoins (les plantes ont été recépées afin que I'ensemble des tissus se forme en présence

du métal).

On voit ici que l'intensité du stress au niveau du tissu cambial est plus délicate a apprécier

encore que dans le cas de la feuille, en particulier pour des contraintes de courte durée.

L'ensemble des contraintes présentées ici déclenche une série de changements génériques
dans le cambium du peuplier. Pour toutes on observe une réduction du métabolisme du
carbone et des glucides, une inhibition de la synthese protéique, une abondance réduite de
protéines impliquées dans la formation du cytosquelette et de la paroi. L'activité

méristématique du tissu cambial semble clairement inhibée, ce qui tend a confirmer que la
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croissance radiale est bien affectée par la contrainte hydrique, au moins au jour 12. Au-dela
de ce noyau commun de la réponse de stress, les différentes contraintes ont chacune

provoqué une réponse singuliére.
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Figure 5.4 Croissance en hauteur de la tige (A) et accroissement du diametre de la bouture de
Populus tremula x P. alba en condition témoin (carrés blancs) ou exposé a un sol contenant 265 mg
Zn.kg" de Zinc (cercles gris) ou 360 mg Cd.kg" (carrés noirs). Les barres représentent l'erreur
standard pour 4 réplicats.
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Aspects spécifiques de la réponse cambiale

Le stress métallique s'accompagne spécifiquement d'une plus grande abondance de 12
spots de DNA-binding aspartyl protease, des protéines chloroplastiques. Cette famille de
protéines n'apparait dans aucun des autres stress étudiés. Il existe 51 genes putatifs

d'aspartyl peptidase chez A. thaliana ; leur role reste a définir (Faro et Gal 2005).

Au cours du stress hydrique a lieu une baisse dans I'abondance de 10 spot de bark storage
protein. 2 spots de BSP sont également affectés lors du choc thermique, mais de maniere
contradictoire. Cet effet massif sur un grand nombre d'isoformes de protéines de stockage

de I'azote est spécifique a la réponse au déficit en eau.

L'élévation graduelle de la température, HG, induit I'augmentation deés le jour 8 (pré-
traitement progressif pour atteindre 30°C) de 10 spots de thaumatin-like proteins,
essentiellement des protéines proches de I'osmotine. Il s'agit d'une réponse précoce, mais
elle est également durable, avec 6 spots induit a 42°C et 2 spots 7 jours apres le retour a
22°C. HS n'induit que deux spots d'osmotin-like protein. Ces protéines ont été mise en
évidence dans plusieurs contextes de stress (Sadat Noori et Sokhansanj 2008; Parkhi et al.

2009).

Le choc thermique, HS, est la contrainte qui provoque la plus importante réponse en
nombre de spots (figure 5.1), c'est également le stress qui montre le plus de spécificités dans
les modifications protéomique du cambium. En effet, HS induit la baisse de 10 spots de
sucrose synthase a 42°C. Cette réponse a disparu 7 jours apres la fin de la contrainte. Seul le
stress hydrique au jour 12 affecte également la sucrose synthase, mais les deux spots sont
plus abondants. HS réduit I'abondance de 5 spots de serine-hydroxymethyltransferase, une
enzyme impliquée dans la photorespiration dans les tissus foliaires (Juan et al. 2005), ce qui
est peu vraisemblable dans le cambium. Cette enzyme prend aussi part au métabolisme en
C,* (Li et al. 2003) dont les liens avec le stress cellulaire n'ont, a notre connaissance, jamais
été mis en évidence (Hourton-Cabassa et al. 1998; Hanson et al. 2000). Enfin HS produit une
induction forte et durable de HSP et de péroxyrédoxines, deux types de protéines dont
I'induction s'avere étre la réponse la plus partagée entre les feuilles et le cambium, et quelle

gue soit la contrainte.

11 .
One-carbon metabolism
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Le tissu cambial montre donc une plus grande disparité de la réponse que la feuille. Le
socle commun des modifications du protéome, ce que l'on pourrait qualifier de 'stress
générique' représente une part moindre, alors que les traits singuliers sont plus nombreux

gue dans la feuille.

On constate que les éléments du stress générique, aussi bien dans un tissu que dans
I'autre, sont des protéines dont la fonction est relativement bien connue. A contrario, les
protéines spécifiques aux différentes contraintes, dans le cambium font le plus souvent
partie des proteins with obscur feature évoquée dans l'introduction et que nous proposions

de mettre en évidence.

Ainsi, ces résultats exploratoires confirment l'intérét d'une approche non ciblée pour
améliorer les connaissances sur les réactions des plantes aux changements de leur

environnement.
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En terme de récapitulatif de I'ensemble des résultats de ce travail, aussi bien au niveau
foliaire que cambial, la figure 5.5 dresse le bilan des modifications physiologiques provo-
guées par les contraintes en relation avec les métabolismes affectés au niveau protéomique.
La figure met en exergue les protéines dont I'abondance relative constitut une réponse
spécifique et quantitativement importante vis-a-vis de chaque contrainte. Ces protéines

spécifiguement affectées ont été observées dans le tissu cambial.

Stress métallique Stress thermique Stress hydrique
ﬂ nhibition de croissanchﬁContrainte de trop cou%/ Inhibition de croissanth
durée?)
Pasdeffet Potentiel hydrique foliaire de | Potentiel hydrique foliaire de
Pas d’effet base N base N
Teneur en eau N Teneur en eau N

Conductance stomatique N | Conductance stomatique 7211 Conductance stomatique N

Assimilation du CO, Assimilation du CO, Assimilationdu CO,

k (-90%) /\ (-20%) /k (-76%) /

Stress thermique

Sucrose synthase
(Surtout HS)

Osmotin-like
(Surtout HG)

Photosynthése tress hydrigue
Sucres

Redox & chaperones
{peroxiredoxines)

DNA-binding
Aspartyl Peptidases

Métabolisme des protéines
Structure cellulaire

Proteines «GDSL»

Bark storage
proteins

Stress métallique

Figure 5.5. Changements provoqués par les contraintes sur les parametres physiologiques
(rectangles) et sur sur I'abondance relatiuves de protéines imlpliqués dans divers métabo-
lismes (cercles) chez Populus tremula x P. alba.
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5.4 Perspectives

Bien que les données physiologiques et protéomiques se complétent et permettent
d'appréhender ['état de la plante sous stress, un certain nombre d'informations sont

requises pour confirmer ou infirmer les hypothéses qui ont été formulées.

Ainsi, la réponse du métabolisme des sucres ne peut pas étre comprise sans un dosage des
sucres du tissu considéré, qui permettrait par exemple d'enquéter sur le possible

remaniement des voies métaboliques vers la production d'osmoprotecteurs lors du stress.

Le phénomene de stress pouvant étre lié a virtuellement tous les aspects du
fonctionnement de I'organisme, une approche holistique d'un stress bien caractérisé semble
une stratégie prometteuse. On pourra ainsi combiner les données physiologiques,
transcriptomiques, protéomiques, métabolomique, interactomiques, etc. Parmi les
perspectives analytiques on pourra citer I'étude des phosphorylations protéiques et les
recherches de localisation de protéines (cf le spot 2083 et sa séquence d'adressage

chloroplastique, Chapitre 3.6), et les travaux sur des organites isolés.

Les études sur le stress mettent régulierement en évidence l'intervention de protéines
dont la fonction est mal connue, tels les protéines possédant des motifs GDSL ou TRP. La

description des interactions de ces protéines sera une étape incontournable.

La comparaison des stress entre eux, qui a motivé cette thése, nécessite de nouveaux
efforts pour définir, par des observations physiologiques et morphologiques, des contraintes
plus proches en terme d'effets et de durée. Il sera ensuite tres instructif de comparer la
réponse a ces contraintes de cultivars connus pour leurs différents degrés de tolérance ou
de sensibilité, notre étude s'étant limitée a un seul génotype. Enfin, il semble acquis que la
combinaison des contraintes soit la prochaine étape de ce genre d'études qui doit tendre a
reproduire un peu plus fidelement les conditions réelles d'exposition des plantes. A terme
les expériences en phytotron trouveront avantage a étre couplées avec des expériences en
plein champ ou les micro-facteurs de lI'environnement jouent un réle pour l'instant

méconnu.
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Ces thématiques, qui participent de la prospective des capacités d'ajustement des plantes,
notamment des essences forestiéres, aux changements climatiques, trouvent par ailleurs des
applications pratiques dans l'utilisation des plantes, et notamment du peuplier, en
phytoremédiation, ou encore dans I'amélioration des especes pour produire des cultures sur

des sols ou des climats rigoureux.
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Thomas DURAND
Approche protéomique des stress abiotiques

chez Populus tremula x P. alba

Résumé

Les contraintes environnementales dans un monde en changement remettent en cause la
survie des plantes ; les plus drastiques sont les contraintes abiotiques, comme les stress
hydriques, thermiques, ou la pollution par les métaux lourds.

Les mécanismes inductibles de la tolérance des plantes sous stress ont été étudiés par une
approche physiologique combinée a une analyse protéomique. Des plants de Populus tremula
X P. alba genotype 717-1B4 ont été exposé€s a plusieurs contraintes en chambre phytotronique
: 1) un sol contenant des concentrations importantes de Cd*" ou Zn*', 2) une sécheresse

induite par arrét d'arrosage, 3) une contrainte thermique par élévation subite ou graduelle de
22 a42°C.

Les parametres physiologiques des plantes ont été suivis au cours des traitements ainsi que
durant la période de recouvrement qui a suivi les contraintes hydriques et thermiques. La
réponse de stress a €té caractérisée par ces parametres physiologiques et par les changements
dans les profils protéomiques de la feuille et de la zone cambiale. Les aspects communs et
particuliers du stress induit par chaque contrainte ont été décrits.

Les données rassemblées dans cette étude, en enrichissant les connaissances sur la gamme de
réponse des essences ligneuses, contibuent a déterminer la frontiére entre le stress générique
et les réponses plus spécifiques ; elles apportent également des éléments de réponse a

l'utilisation du peuplier en phytoremédiation des sols pollués par les métaux.

Proteomic approach of abiotic stresses in
Populus tremula x P. alba

Abstract

Environmental constraints in a changing world challenge plants to survival. Among these
constraints, the most drastic are the abiotic ones, e.g. water stresses or temperature stresses
and dispersal of inorganic pollutants like heavy metals.

The inducible tolerance mechanisms of the stressed plant were investigated by a physiological
approach coupled with an in-depth proteomic study. Populus tremula x P. alba genotype 717-
1B4 cuttings were exposed to diverse constraining environments in phytotrons: 1) soil added
with Cd*" or Zn**, 2) drought induced by withholding water, 3) heat constraint, either through
heat shock or stepwise increased temperature from 22°C to 42°C.

Physiological parameters of the plants were monitored throughout the exposure to constraint
and, for water and heat stresses, recovery period as well. Plant stress responses were
characterized by physiological parameters and changes in proteomic patterns in leaf and
cambial tissues. Common and specific features of the stress induced by each of the constraints
were described.

The data gathered during this study enrich the knowledge on trees range response capabilities,
contribute to shape the borders between generic and specific stress response and open
potential use of poplar in phytoremediation of metal polluted sites.

Keywords : Abiotic stress, Cambium, Drought, Heat stress, Heavy metals, Poplar, Proteomic
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