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1 Chapitre I 

 

INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 

 

1.1 Les sources de N des plantes 
 

L’azote est un des macroélément majeurs des végétaux. Chez Arabidopsis thaliana il 

représente environ 5% de la biomasse sèche.  

La forme la plus abondante de N dans la biosphère est N2 (80% de l’air). Seuls des 

bactéries ou des champignons disposent de la machinerie cellulaire permettant d’assimiler 

directement N2. Certaines plantes, en particulier les légumineuses, peuvent former des 

symbioses avec des organismes fixateurs de N2 (Limpens et Bisseling, 2003). La base du 

partenariat est la fourniture à la plante d’une source de N réduit par son symbiote qui 

bénéficie en retour d’assimilats carbonés. Un cas encore plus particulier de nutrition azoté 

dans le règne végétal est celui des plantes carnivores. Ces espèces ont des organes spécialisés 

qui permettent la capture d’animaux dont la digestion libère une source de N pour la plante 

(Trinchant et al., 1997). La plupart des espèces se nourrissent essentiellement à partir de N 

minéral prélevé du sol (Tischner, 2000).  

Les formes minérales de N de la solution du sol les plus disponibles pour les plantes 

sont NH4
+ et NO3

-. NH4
+ est généralement présent dans les sols à de très faibles 

concentrations et n’atteint l’ordre du mM qu’après apport de fertilisants azotés (Marschner, 

1995). NH4
+ est une forme plus réduite de N que NO3

-. Son assimilation est en théorie 

énergétiquement moins coûteuse en équivalent ATP que celle de NO3
- (Salsac et al., 1987, 

Bloom et al., 1992). Cependant beaucoup d’espèces végétales et en particulier les herbacées 

et les plantes cultivées supportent mal une nutrition azotée exclusivement à base de NH4
+ qui 

provoque un syndrome ammoniacal (arrêts de la croissance, chloroses, mort, Chaillou et 

Lamaze, 1997). Il faut noter l’exception notable de ligneux qui ne souffrent pas de sensibilité 

au NH4
+, grâce à une organisation métabolique différente des herbacées (Salsac et al., 1987). 

NO3
- est généralement plus abondant dans les sols que NH4

+ (Marschner, 1995). C’est 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tableau 1.1 : Variation de la différence de potentiel électrochimique pour 
différentes concentrations de NO3

-. 
Potentiel chimique: µ = Cste + R.T.ln(C) + z.F.E. Constante des gaz parfaits: R = 
8,31 J.mol-1.K-1. Faraday: F = 96500 Cb. Température de mesure: T = 298 K . 
Valence de NO3

-: z = -1. Le potentiel électrique a été fixé à -110 mV, valeur 
couramment mesurée au niveau de la racine d’Arabidopsis (Maathuis et Sanders, 
1993). Les concentrations en NO3

- sont tirées de Miller et Smith (1996). 
 

Concentration de NO3
- externe 

(Ce en mM) 10 1 0,1 

Concentration de NO3
- interne 

(Ci en mM) 4,5 4,3 3,6 

R.T.ln(Ci/Ce) (en kJ.mol-1) -2 3,6 8,9 
z.F.E (en kJ.mol-1) 11 11 11 
µi-µe (en kJ.mol-1) 9 14,6 18,9 



2 

cependant une ressource très fluctuante car l’anion n’est pas retenu par les colloïdes du sol et 

est fortement lessivable. NO3
-, en tant que ressource exclusive ne pose pas les mêmes 

problèmes que NH4
+ et permet une croissance normale des plantes (Cox et Reisenauer, 1973, 

Chaillou et al., 1986, Rideout et al., 1994). En dehors de conditions environnementales 

particulières (anaérobiose, sols très acides), la plupart du temps les plantes ont une nutrition 

mixte NH4
+/NO3

-, les ressources en N étant soumises à de fortes variations dans l’espace et 

dans le temps. En présence de NO3
-, NH4

+ est absorbé sans que cela induise de syndrome 

ammoniacal (Chaillou et Lamaze, 1997)  

Au bilan, compte tenu des ressources des différentes sources de N disponibles dans les 

sols, la plupart des plantes, en particulier celles d’intérêt agronomique, ont une nutrition 

azotée mixte au moins partiellement voire majoritairement nitrique.  

1.2 Prélèvement de NO3
- 

1.2.1 Aspects thermodynamiques et electrophysiologiques 

 

L’absorption nette de NO3
- est le bilan d’influx et d’efflux unidirectionnels.  La 

concentration de NO3
- dans la solution du sol est extrêmement fluctuante. Elle peut varier de 

quelques micromoles par litre à près d’une centaine de millimoles par litre (Marschner, 1995). 

La mesure directe de la concentration cytoplasmique et vacuolaire de NO3
- dans les cellules 

corticales de la racine a été réalisée grâce à l’utilisation de microélectrodes spécifiques (Miller 

et Smith, 1996). Ces données permettent de prédire que l’ion est absorbé contre le gradient de 

potentiel électrochimique (Tableau 1.1). Une absorption passive de NO3
- dans ces conditions 

nécessiterait une concentration externe de 400mM. Il est donc admis que l’entrée de NO3
- 

dans la racine est un phénomène « actif » tandis que la sortie est un phénomène « passif». 

La nature du mécanisme de transport actif reste hypothétique. L’utilisation 

d’inhibiteurs métaboliques a permis de montrer que l’absorption de NO3
- est dépendante plus 

ou moins directement de la fourniture d’ATP (Bloom et al., 1992). Plusieurs hypothèses 

basées sur l’existence d’un couplage chimio-osmotique ont été proposées. L’hypothèse la plus 

couramment admise est celle d’un co-transport avec des ions H+. Un des arguments suggérant 

ce couplage est la dépolarisation des cellules de la racine lorsqu’elles sont mises en contact 

avec NO3
-, l’entrée de NO3

- étant associé a un flux entrant de H+ (Glass et al., 1992). Le 

nombre de H+ accompagnant l’entrée d’une molécule de NO3
- a été évalué à 2 (Glass et al., 

1992, Meharg et Blatt, 1995, Miller et Smith, 1996). L’influx de NO3
- est donc associé à une 
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alcalinisation transitoire du milieu externe, due à un influx de protons, qui est suivie d’une 

acidification due à la stimulation de l’activité H+-ATPase (Glass et al., 1992). La 

caractérisation électrophysiologique d’AtNRT1.1, le premier transporteur de NO3
- identifié 

chez les plantes, a renforcé l’hypothèse du co-transport avec des ions H+. En effet lorsque ce 

transporteur est exprimé dans l’ovocyte de Xénope un courant entrant est observé en présence 

de NO3
-, ce qui est interprété comme la résultante du transport simultané de NO3

- et de H+. Il 

n’existe cependant pour l’instant aucune donnée directe permettant de confirmer 

définitivement cette hypothèse. En effet, l’entrée d’1 H+ et la sortie d’1 OH- sont deux 

phénomènes équivalents tant au niveau électrique qu’en terme de pH. La sortie d’un OH- 

d’une cellule peut également se faire sous la forme d’un carbonate. Il a été proposé que 

l’énergisation du transport de NO3
- se fasse par un antiport avec des ions OH- ou HCO3

- plutôt 

qu’un symport avec des ions H+ (Grignon et al., 1997). Cette hypothèse est relativement 

délaissée même si elle n’a jamais été écartée. Seule la caractérisation moléculaire et 

électrophysiologique fine de l’activité des transporteurs permettrait de valider ces modèles. 

Les mécanismes qui contrôlent la sortie de NO3
- de la cellule sont très mal connus. 

D’un point de vue thermodynamique le flux est passif et théoriquement peut avoir lieu à 

travers des canaux plus ou moins sélectifs. L’exploration électrophysiologique des différents 

types cellulaires de la plante a montré qu’il existe sur les membranes de nombreuses 

conductances anioniques capable d’exporter NO3
- vers l’extérieur de la cellule. Dans les 

cellules de garde, il existe des canaux anioniques sortants qui sont impliqués dans l’ouverture 

du stomate (Schroeder et Keller, 1992, Roelfsema et al., 2004). Dans la stèle d’orge et de 

maïs, plusieurs conductances, dont l’activité est contrôlée par le potentiel membraire, sont 

susceptibles d’être impliquées dans la sécrétion de NO3
- vers la sève du xylème (Wegner et 

Raschke, 1994, Kohler et Raschke, 2000, Kohler et al., 2002, Gilliham et Tester, 2005). 

Aucun transporteur d’efflux de NO3
- n’ayant été identifié au niveau moléculaire chez les 

plantes supérieures, la nature des mécanismes contrôlant l’efflux de NO3
- reste hypothétique. 

1.2.2 Aspects cinétiques 

 

Le prélèvement de NO3
- par la racine a été intensivement étudié depuis le début des 

années 70, notamment grâce à des isotopes radioactif (13N) ou lourd (15N). Les études utilisant 

le 13N se heurtent à la difficulté posée par la demie vie très courte de cet élément (environ 10 

minutes) qui oblige à réaliser les expériences sur le site de synthèse du 13N. Le développement 

dans les années 80 des techniques de spectrométrie de masse a permis une plus grande 
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souplesse des expériences et une avancée très rapide de la caractérisation des cinétiques 

d’absorption de NO3
-. L’utilisation de ces isotopes permet non seulement de mesurer le 

prélèvement de NO3
- mais aussi de discriminer l’influx et l’efflux de l’ion. La mesure d’influx 

est réalisé en temps court (ordre de grandeur 5 minutes). Dans les premières minutes de 

marquage, l’isotope lourd se dilue dans le pool cytosolique racinaire de NO3
- et l’efflux de 

NO3
- marqué reste négligeable. En temps long (plus de 30 minutes) la proportion relative de 

NO3
- marqué devient plus importante et l’efflux de NO3

- marqué de la racine devient non 

négligeable. La mesure d’absorption est le bilan net entre l’influx et l’efflux. Les données 

disponibles dans la littérature concernent presque exclusivement l’influx. Bien que des 

variations d’efflux de NO3
- puissent être mises en évidence (Deane-Drummond et Glass, 

1983, Lee et Clarkson, 1986), dans la plupart des cas décrits, les variations d’absorption nette 

de NO3
- s’expliquent par des modifications de l’influx (Lee, 1993, Clarkson et Lüttge, 1991). 

De ce fait, l’opinion générale est que le contrôle de l’absorption de NO3
- dans la plante est 

assuré par la régulation de l’influx. 

Par analogie avec les enzymes on peut caractériser l’activité d’un transporteur d’ion 

par une analyse cinétique qui décrit la vitesse de transport en fonction de la concentration du 

substrat transporté (Epstein et Hagen, 1952, Epstein et al., 1963, Epstein, 1966). L’étude de 

l’influx racinaire de NO3
- en fonction de sa disponibilité dans le milieu extérieur a été réalisée 

chez de nombreuses espèces (Siddiqi et Glass, 1993). Dans la plupart des cas, la cinétique 

observée est biphasique. Cette cinétique est généralement modélisée comme la somme de 

deux composantes élémentaires correspondant à des mécanismes de transport à haute et basse 

affinité. Le mécanisme de haute affinité (High Affinity Transport System), responsable de 

l’essentiel de l’absorption dans les basses concentrations de NO3
- (<0.5 mM), présente une 

cinétique saturable ajustable à un modèle de Michaelis-Menten (KM de l’ordre la dizaine de 

micromolaires). Le mécanisme de basse affinité (Low Affinity Transport System) a une 

cinétique non saturable qui peut être modélisée par une fonction linéaire. Ces deux types de 

mécanismes correspondraient à des types de transporteurs différents. Il est probable que 

chaque mécanisme résulte de l’activité de plusieurs types de transporteurs différents. 
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1.2.3 Aspects moléculaires 

1.2.3.1 Transporteurs de NO3
- 

 

Depuis une dizaine d’années des transporteurs de NO3
- ont été identifiés chez plusieurs 

espèces végétales (Forde, 2000). Les gènes codant ces protéines sont trouvés dans 2 familles 

multigéniques : la famille PTR aussi appelée NRT1 ou POT et la famille NRT2 aussi appelée 

NNP. C’est chez Arabidopsis que la caractérisation de ces gènes est la plus avancée grâce aux 

travaux réalisés sur les gènes AtNRT1.1 (CHL1) et AtNRT2.1, dont l’expression et le rôle dans 

le transport de NO3
- ont été caractérisés en détail. Le séquençage intégral du génome 

d’Arabidopsis thaliana (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) a permis d’identifier les 

membres de la famille NRT2 par homologie de séquence. Chez cette espèce, il existe 7 gènes 

NRT2 (AtNRT2.1 à AtNRT2.7, Orsel et al., 2002b, Okamoto et al., 2003). Au début de la 

thèse, l’effectif de la famille PTR d’Arabidopsis n’était pas précisément connu. Il est admis 

aujourd’hui qu’elle  compte 51 membres. Les 51 gènes ne codent pas tous des transporteurs 

de NO3
- comme AtNRT1.1, certains membres ayant été caractérisés comme des transporteurs 

de peptides (Rentsch et al., 1995, Chiang et al., 2004, Dietrich et al., 2004). Il a été proposé 

de regrouper ces deux familles au sein du vaste ensemble MFS (Major Facilitator Family , 

Pao et al., 1998). La superfamille MFS regroupe des transporteurs, des symporteurs, des 

antiporteurs, qui ont en commun une topologie prédite avec 12 (ou 14 dans certains cas) 

segments transmembranaires. En dehors de cette structure générale il n’y a pas de similarité 

de séquence entre les membres de la famille PTR et ceux de la famille NRT2 (Orsel et al., 

2002a). Il n’est pas possible d’identifier de motif conservé commun. 

1.2.3.2 Famille NRT2 

 

Le premier transporteur de type NRT2 identifié est CRNA chez Aspergillus nidulans. 

Il a été identifé grâce a un mutant résistant au chlorate présentant un défaut de prélèvement de 

NO3
- (Brownlee et Arst, 1983). Le profil d’hydrophobicité de CRNA suggère que la protéine 

est membranaire (Unkles et al., 1991). Il a été montré par expression en ovocyte de Xénope 

que la protéine transporte NO3
- avec une forte affinité pour l’ion (Zhou et al., 2000b). Deux 

résidus arginines situés dans les hélices transmembranaires 2 et 8 ont un rôle essentiel dans la 

fixation de NO3
- sur CRNA. Le remplacement d’un de ces résidus par une lysine augmente le 
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Km du transport d’un facteur 30 à 300 (Unkles et al., 2004). Des transporteurs homologues à 

CRNA ont été identifiés chez Clamydomonas rhenardtii, CrNRT2.1 (NAR3) et CrNRT2.2 

(NAR4) (Quesada et al., 1994). Il a été montré que la fonction de transport de NO3
- nécessite 

l’expression de NAR2 en plus des gènes NRT2, suggérant que le transporteur de NO3
- est un 

système à deux composantes chez cette espèce (Quesada et al., 1994). Cette hypothèse a été 

validée par des expériences de co-expression en ovocyte de Xénope (Zhou et al., 2000a). La 

caractérisation des transporteurs de type NRT2 chez Aspergillus nidulans et Clamydomonas 

rhenardtii a ouvert la voie à la recherche de gènes homologues chez les plantes supérieures. 

Des gènes NRT2 ont été identifiés chez plusieurs espèces : Arabidopsis thaliana (Filleur et 

Daniel-Vedele, 1999, Zhuo et al., 1999, Orsel et al., 2002b) Nicotiana plumbaginifolia 

(Quesada et al., 1997, Krapp et al., 1998), le tabac (Krapp et al., 1998), l’orge (Trueman et 

al., 1996, Vidmar et al., 2000), le soja (Amarasinghe et al., 1998), le colza (Faure-Rabasse et 

al., 2002), la tomate (Ono et al., 2000, Hildebrandt et al., 2002) et le maïs (Quaggiotti et al., 

2003, Santi et al., 2003) Chez Arabidopsis, l’expression des 7 gènes de la famille a pu être 

mise en évidence dans différents organes (Orsel et al., 2002b, Okamoto et al., 2003). La 

caractérisation de l’activité de transport de NO3
- des protéines NRT2 de plantes supérieures 

par expression dans des levures pouvant utiliser NO3
- comme source de N, ou chez l’ovocyte 

de Xénope s’est heurtée à des difficultés importantes (Forde, 2000). Ces difficultés 

s’expliquent par l’existence d’un système de transport à deux composantes comme chez 

Chlamydomonas. Il existe en effet des gènes homologues à NAR2 chez les plantes 

supérieures. Chez l’orge la co-expression dans l’ovocyte de Xénope des gènes HvNRT2.1 et 

HvNAR2.3 a permis de mettre en évidence une activité de transport de NO3
- (Tong et al., 

2005). Le partenariat semble relativement spécifique, le transport de NO3
- n’ayant été obtenu 

que pour une combinaison particulière de protéines NAR2/NRT2. D’autres preuves 

expérimentales ont suggéré l’implication des protéines NRT2 de plantes dans le prélèvement 

de NO3
- à haute affinité. Les nombreux travaux concernant AtNRT2.1 d’Arabidopsis ou 

NpNRT2.1 de Nicotiana plumbaginifolia publiés à ce jour montrent que l’expression de ces 

gènes est trouvée dans les cellules de la zone corticale de la racine mature et qu’elle est très 

bien corrélée avec l’activité du HATS de NO3
- (Lejay et al., 1999, Zhuo et al., 1999, Cerezo 

et al., 2001, Okamoto et al., 2003, Nazoa et al., 2003). Par ailleurs, le mutant d’Arabidopsis 

atnrt2a, chez lequel les gènes AtNRT2.1 et AtNRT2.2 sont inactivés par délétion, présente un 

déficit de prélèvement de NO3
- dans les basses concentrations (Filleur et al., 2001, Cerezo et 

al., 2001). L’inactivation d’AtNRT2.1 est supposée jouer un rôle essentiel dans ce phénotype, 
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puisque la capacité d’absorption de NO3
- à haute affinité est restaurée chez le mutant 

complémenté avec NpNRT2.1 exprimé de manière constitutive (Filleur et al., 2001). 

1.2.3.3 Famille PTR 

 

Le premier transporteur de la famille identifié chez les plantes supérieures est le gène 

AtNRT1.1 d’Arabidopsis (Tsay et al., 1993). Le gène correspond au locus de résistance au 

chlorate CHL1. Le chlorate (ClO3
-) est un analogue imparfait de NO3

-. Il peut être prélevé par 

les plantes puis réduit en chlorite, toxique pour la vie cellulaire. Il a été fréquemment utilisé 

par les généticiens des microorganismes et des plantes pour sélectionner des mutants affectés 

sur les gènes codant la nitrate réductase (NR) qui est l’enzyme qui catalyse la première étape 

de réduction de NO3
-. Chez les mutants chl1, la résistance est due une réduction de 

l’absorption du chlorate dont la cause est l’inactivation du gène AtNRT1.1. Le gène a été 

cloné grâce à un mutant d’insertion ADN-T chl1 (Tsay et al., 1993). Le gène code une 

protéine hydrophobe à 12 domaines transmembranaires potentiels. L’expression d’AtNRT1.1 

dans l’ovocyte de Xénope s’accompagne d’un transport de NO3
-. Il est possible que NO3

- ne 

soit pas le seul substrat de ce transporteur. Les études d’expression dans l’ovocyte de Xenope 

d’un homologue d’AtNRT1.1 chez le colza a montré que la protéine est capable de transporter 

de l’histidine, de l’arginine ou de la lysine en plus du NO3
- (Zhou et al., 1998). L’inactivation 

d’AtNRT1.1 chez Arabidopsis, provoque une diminution de l’absorption de NO3
-  dans le 

domaine des fortes concentrations, ce qui a suggéré que ce transporteur contribuait 

exclusivement au LATS (Huang et al., 1996, Touraine et Glass, 1997). Cependant, le gène 

contribue aussi au HATS dans certaines conditions et doit être considéré comme un 

transporteur à affinité duale (Wang et al., 1998, Liu et al., 1999, Munos et al., 2004). Des 

travaux récents montrent qu’AtNRT1.1 existe dans 2 états de phosphorylation différents qui 

permettent la transition entre les 2 gammes d’affinité (Liu et al., 1999). Si l’impact de 

l’inactivation d’AtNRT1.1 sur l’absorption de NO3
- a été mis en évidence par plusieurs 

groupes, en revanche aucune modification du transport des acides aminés ou de peptides n’a 

jamais été décrit chez un mutant chl1. AtNRT1.2 et AtNRT1.4, 2 autres gènes appartenant à la 

famille PTR chez Arabidopsis ont été caractérisés en tant que transporteurs d’influx de NO3
- 

en ovocyte de Xénope (Huang et al., 1999, Chiu et al., 2004). AtNRT1.2 est exprimé dans les 

racines et des lignées anti-sens montrent un déficit de prélèvement de NO3
- (Huang et al., 

1999). AtNRT1.4 est exprimé majoritairement dans le pétiole (Chiu et al., 2004). L’étude d’un 

mutant d’insertion chez lequel le gène est inactivé a montré qu’il participe à l’accumulation 
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de NO3
- dans les feuilles. Par ailleurs le mutant présente également un développement foliaire 

perturbé ce qui suggère que la mutation a un effet pleïotrope. 

D’autres transporteurs de la famille PTR sont identifiés pour d’autres fonctions que le 

transport de NO3
-. AtPTR1 et AtPTR2 (NTR1, PTR2B) ont été caractérisés comme des 

transporteurs de peptides. Lorsqu’ils sont exprimés dans la levure, ces deux transporteurs sont 

capables de complémenter des mutants déficients dans le transport de plusieurs types 

d’oligopeptides (Steiner et al., 1994, Frommer et al., 1994, Dietrich et al., 2004). Des 

homologues de ces gènes ont été identifiés chez l’orge (West et al., 1998) et la fève (Miranda 

et al., 2003). L’activité des deux transporteurs d’Arabidopsis a été confirmée par expression 

en ovocyte de Xénope (Dietrich et al., 2004, Chiang et al., 2004). Ces transporteurs ne 

transportent pas NO3
- (Chiang et al., 2004, Dietrich et al., 2004) malgré leur homologie de 

séquence avec AtNRT1.1, AtNRT1.2 et AtNRT1.4. Ils peuvent utiliser comme substrats 

plusieurs types de di- ou tri-peptides, mais pas des peptides plus longs ou portants des 

extensions d’acides gras. AtPTR1 et AtPTR2B sont exprimés respectivement dans les tissus 

vasculaires et les jeunes embryons, qui sont deux zones connues pour des échanges intenses 

de peptides (Rentsch et al., 1995, Dietrich et al., 2004). Des lignées anti-sens chez lesquelles 

le gène AtPTR2 est partiellement inactivé ont une floraison précoce et un développement 

embryonnaire retardé probablement à cause d’un déficit de transport de peptides (Song et al., 

1997). Un autre transporteur de type PTR (AgDCAT1), impliqué dans l’efflux d’acides 

dicarboxyliques (malate, succinate, fumarate, oxaloacetate) a été isolé chez l’aulne glutineux 

(Jeong et al., 2004). L’arbre est capable d’établir une symbiose fixatrice de N2 avec 

l’actinomycète Frankia et l’expression d’AgDCAT1 est spécifique des nodules. L’activité de 

transport a été montrée par expression hétérologue dans l’ovocyte de Xénope et ainsi que par 

complémentation fonctionnelle d’un mutant d’Escherichia Coli affecté dans le transport de 

dicarboxylates. Ce transporteur pourrait avoir un rôle essentiel dans la fourniture d’assimilats 

carbonnés aux symbiotes, une fonction fondamentale pour que la symbiose puisse exister. A 

notre connaissance, c’est le seul transporteur PTR de ce type identifié. L’existence d’autres 

membres de la famille PTR impliqués dans le transport de dicarboxylates, chez des espèces 

capables de former des symbioses ou non, reste à démontrer. 

Les données disponibles sur la famille PTR indiquent que cette famille regroupe des 

transporteurs dont les activités de transport sont diverses. Cependant nos connaissances sur le 

sujet restent extrêmement partielles. Chez Arabidopsis, moins de 10% des gènes ont une 

activité caractérisée. Aucun travail de caractérisation n’a été rapporté pour la plupart des 

gènes PTR et leurs fonctions restent inconnues. 
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1.3 Le devenir de NO3
- dans la plante 

1.3.1 Compartimentation 

 

Lorsqu’il est dans le cytosol, s’il n’est pas assimilé, NO3
- peut être stocké dans les 

vacuoles. Des mesures avec des micro-électrodes spécifiques de NO3
- ont montré que la 

concentration de l’ion dans le cytosol est maintenu relativement constante alors que celle de la 

vacuole peut varier fortement (van der Leij et al., 1998). La compartimentation de l’ion entre 

cytoplasme et vacuole détermine probablement les importances relatives des fonctions 

d’assimilation et de mise en réserve de cet ion (Chiu et al., 2004). La vacuole est une réserve 

d’ions qui peut être mobilisée par la cellule, notamment en situation de carence. Les analyses 

des flux de NO3
- qui traversent la racine montrent que la fraction « circulante », en particulier 

celle correspondant au NO3
- transporté de manière radiale jusqu’au xylème, est relativement 

indépendante de la fraction de NO3
- séquestrée dans les vacuoles. Il n’y aurait que peu 

d’échange entre ces deux fractions de NO3
- (MacKown et al., 1981), exception faite des 

situations particulières de carence où les réserves de NO3
- sont remobilisées (van der Leij et 

al., 1998), et d’alimentation excédentaire où des réserves sont constituées (Forde et Clarkson, 

1999). 

Des préparations purifiées de vacuoles ont la capacité d’accumuler NO3
- (Martinoia et 

al., 1986, Kaestner et Sze, 1987). Compte tenu de l’importance relative des volumes du 

cytosol et de la vacuole, la quasi totalité du NO3
- cellulaire peut être stockée dans ce 

compartiment (Salsac et al., 1987). Le stockage dans la vacuole permet aux cellules de 

disposer d’une réserve de NO3
- qui participe au maintien de leur turgescence (Salsac et al., 

1987). La différence de potentiel électrique a travers la vacuole (20 à 50 mV, face vacuolaire 

positive) favorise le transport des anions dans la vacuole (Martinoia et al., 2000). Cependant, 

le gradient de concentration de NO3
- entre cytoplasme et vacuole peut être suffisamment 

important pour qu’on admette l’existence d’un transport actif de NO3
- vers la vacuole. Des 

expériences d’addition de NO3
- dans des préparation de vésicules de tonoplaste purifié 

provoque l’effondrement du gradient de pH, ce qui laisse présumer l’existence d’une activité 

d’antiport H+/NO3
- sur ces membranes (Martinoia et al., 2000, Schumaker et Sze, 1987). De 

plus, le transfert de NO3
- du cytoplasme à la vacuole correspond à une différence de potentiel 

deux à trois fois plus faible que celle libérée par le transfert de H+ vers le cytoplasme, ce qui 

indique qu’un tel échange est thermodynamiquement possible (Kaestner et Sze, 1987, Pope et 
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Leigh, 1987). Un tel transport serait très electrogène puisque son bilan net minimum est le 

transfert de 2 charges négatives (l’entrée de NO3
- et la sortie de H+) vers la vacuole. La 

stimulation de l’entrée de NO3
- dans la vacuole par l’ATP est en accord avec ce modèle qui 

suggère que les pompes à protons du tonoplaste (H+-ATPase et pyrophosphatase) sont 

nécessaires à ce transport. Si l’entrée de NO3
- dans la vacuole se fait contre le gradient de 

potentiels électrochimiques, la sortie de l’ion par contre est passive. Il est probable qu’elle ait 

lieu a travers des canaux anioniques plus ou moins spécifiques (Martinoia et al., 2000). 

L’implication d’un symport H+ /NO3
-  a été suggéré (Blumwald et Poole, 1985). 

Bien qu’il existe des modèles mécanistiques capables d’expliquer le stockage et la 

sortie de NO3
- de la vacuole, les données disponibles restent extrêmement parcellaires et les 

interprétations très spéculatives. L’absence totale d’identification des transporteurs impliqués 

limite fortement les progrès des connaissances dans ce domaine. 

1.3.2 Translocation vers les parties aériennes 

 

Pour que NO3
- soit acheminé du milieu extérieur vers la stèle et les vaisseaux du 

xylème, l’ion doit transiter par l’apoplasme et le symplasme de la zone corticale de la racine. 

L’épiderme et le cortex délimitent un espace ou les ions peuvent diffuser librement dans 

l’apoplasme. La surface membranaire de ces deux couches cellulaires constitue la surface 

d’échange effective entre le symplasme de la racine et la solution du sol. Au niveau de 

l’endoderme, la bande de Caspari est un obstacle à la diffusion libre des ions à travers 

l’apoplasme. L’altération mécanique de l’endoderme chez la racine mature de maïs modifie 

ses propriétés de perméabilité aux ions (Steudle et al., 1993). Pour progresser vers les zones 

plus internes de la racine leur trajet doit donc être au moins partiellement symplasmique. On 

suppose que la sécrétion de NO3
- dans le xylème est probablement assuré par des 

transporteurs membranaires (Hanson, 1978, Morgan et al., 1985, Jackson et al., 1986) dont le 

fonctionnement dépend du métabolisme energétique (Ezeta et Jackson, 1975). K+, le cation 

majeur des cellules végétales est généralement considéré comme l’ion accompagnateur de 

NO3
- qui permet d’assurer l’électroneutralité du transport de l’ion. De fait les flux de K+ et de 

NO3
- sont fortement corrélés, en particulier lors de l’étape de translocation vers les parties 

aériennes (Minotti et al., 1968, Frost et al., 1978, Rufty et al., 1981). 

La principale limite à l’étude des transports d’ions dans les zones profondes de la 

racines est l’inaccessibilité des tissus. L’analyse des cellules de la stèle, la collecte de sève du 

xylème nécessitent l’utilisation de méthodes destructives qui déstructurent l’organe et 
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rompent sa cohérence fonctionnelle. Les analyses menées avec ces méthodes destructives sont 

délicates à interpréter car il ne peut être exclu que la destruction au moins partielle des tissus 

puissent modifier les conditions physico-chimiques qui y règnent (Schurr et Schulze, 1995). 

Dans ces conditions, les teneurs en NO3
- des différentes zones de la stèle, les différences de 

potentiel électrochimique pour NO3
- entre les différents compartiments et le symplasme ne 

sont pas connus avec certitude (Miller et Smith, 1996, Siddiqi et Glass, 2002). De ce fait, il 

est difficile de déterminer avec précision les conditions thermodynamiques dans lesquelles 

opèrent les systèmes de transports qui permettent les flux de NO3
-. Malgré ces difficultés, les 

données disponibles indiquent que l’entrée de NO3
- dans le symplasme est un phénomène 

actif, et réciproquement sa sortie vers l’apoplasme et les vaisseaux du xylème est un 

phénomène qui se situe dans le sens du gradient de potentiel électrochimique de l’ion. Ceci 

est également vrai pour les autres macro éléments majeurs PO4
3-, K+, SO4

2- pour lesquels la 

sécrétion vers la sève a lieu dans le sens du gradient de potentiel électrochimique de l’ion. 

Des canaux ioniques d’efflux perméables à NO3
- ont été mis en évidence sur des protoplastes 

de parenchyme du xylème par des approches électrophysiologiques (Wegner et Raschke, 

1994, Kohler et Raschke, 2000, Kohler et al., 2002). 

Pour l’instant aucun transporteur de NO3
- impliqué dans l’étape de translocation n’est 

identifié au niveau moléculaire. Quelques données concernant des transporteurs impliqués 

dans la translocation d’autres macro éléménts que NO3
- ont été obtenues. L’étude d’un mutant 

d’Arabidopsis chez lequel le gène SKOR est interrompu par une insertion ADN-T a montré 

que ce gène qui code un canal potassique d’efflux joue un rôle important dans la sécrétion de 

K+ vers le xylème (Gaymard et al., 1998). Il est probable que ce gène est impliqué dans la 

sortie de l’ion du symplasme au niveau de la stèle. Une forte diminution de la translocation de 

PO4
3- des racines vers les parties aériennes a été décrit chez le mutant pho1 d’Arabidopsis 

(Poirier et al., 1991, Hamburger et al., 2002). La protéine prédite PHO1 a 6 segments 

transmembranaires potentiels, mais son activité de transport n’a pour l’instant été ni 

démontrée, ni caractérisée. L’inactivation du gène SOS1 d’Arabidopsis qui code un antiport 

Na+/H+ probablement impliqué dans la sortie de Na+ du symplasme est accompagné 

également d’un défaut de translocation de l’ion des racines vers les parties aériennes (Shi et 

al., 2002). Le même mécanisme a été mis en évidence pour le transporteur de BO4
3- BOR1 

dont l’inactivation s’accompagne d’un déficit de translocation de l’ion (Takano et al., 2002). 

Le gène SULTR3.5 qui code un transporteur de SO4
2- chez Arabidopsis est impliqué dans la 

translocation de cet ion. Ce transporteur est caractérisé dans la levure comme un transporteur 

d’influx ce qui suggère que la translocation de SO4
2- des racines vers les parties aériennes est 
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le résultat d’activités de transport d’efflux mais aussi de transport d’influx. Il a été proposé 

que SULTR3.5 permet la réabsorption des ions présents dans l’apoplasme des cellules du 

cylindre central (Kataoka et al., 2004). En limitant la fuite de SO4
2- du symplasme, ce 

transporteur favoriserait sa sécrétion préférentielle dans la sève via les transporteurs d’efflux. 

Une fois dans le xylème, NO3
- est exporté vers les parties aériennes. Le transfert des ions du 

xylème vers l’apoplasme des parties aériennes est très peu caractérisé. 

1.3.3 Assimilation 

 

Chez les herbacées l’essentiel de la réduction et de l’assimilation de NO3
- a lieu dans 

les parties aériennes. Par exemple, chez Arabidopsis, 80% de l’assimilation de l’ion a lieu 

dans les feuilles (Lejay et al., 1997). La réduction du NO3
- en NH4

+ se fait en deux étapes 

successives (Beevers et Hageman, 1980). La première, cytosolique, est la réduction du NO3
- 

en NO2
- par la Nitrate Reductase (NR). La deuxième, plastidiale, est la réduction du NO2

- en 

NH4
+ par la Nitrite Reductase (NiR). La NR est une enzyme dimérique dont chaque sous unité 

est d’environ 110 kDa. Elle a 3 domaines fonctionnels associés à trois types de cofacteurs: le 

cofacteur à molybdène ou MoCo, l’hème et la flavine. Ces domaines forment un centre rédox 

qui permet le transfert de 2 électrons du NAD(P)H au NO3
- (Crawford, 1995). Chez 

Arabidopsis thaliana, l’apoenzyme de la NR est codée par 2 gènes : AtNIA1 et AtNIA2. 

AtNIA2 est considérée comme l’isoforme majoritaire car l’inactivation du gène 

s’accompagne d’une baisse environ 50% de l’Activité Nitrate Réductase (ANR) du sauvage 

dans les racines et 30% dans les parties aériennes (Wilkinson et Crawford, 1991, Loqué et al., 

2003). Il est probable que ces valeurs sous estiment le rôle de cette isoforme car l’inactivation 

du gène s’accompagne de la sur expression du gène AtNIA1 notamment dans les racines 

(Wilkinson et Crawford, 1993). 

La NiR est une enzyme localisée dans les chloroplastes des feuilles et les plastes des 

racines (Crawford, 1995). C’est une enzyme monomérique de 60-64 kDa avec un groupement 

prosthétique de type sirohème (tétrahydroporphyrine à fer ferreux) et un groupement 4Fe-4S 

comme centre actif. Dans les tissus photosynthétiques le donneur d’électrons est la 

ferredoxine réduite par la photosynthèse. Dans les racines c’est le NADPH issu de la voie des 

pentoses phosphates, dont le pouvoir réducteur est transféré à la ferredoxine, qui sert de 

source de pouvoir réducteur à la NiR. Des gènes du génome nucléaire codant pour la NiR ont 

été isolés chez de nombreuses espèces (Faure et al., 1997). A ce jour un seul gène codant pour 

la NiR a été identifié chez Arabidopsis (Tanaka et al., 1994). La protéine est synthétisée sous 
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forme d’un précurseur protéique qui contient une séquence d’une trentaine d’acide aminés du 

côté N terminal (peptide de transit). Cette séquence permet l’adressage de la protéine vers le 

chloroplaste. Il est généralement admis que NO2
- n’est quasiment pas accumulé dans les tissus 

et que l’activité NiR est en large excès dans les tissus par rapport au substrat (Beevers et 

Hageman, 1980). L’idée que l’étape de réduction de NO2
- ne puisse pas être limitante semble 

cependant devoir être remise en cause. En effet, des études récentes montrent que la sur-

expression de la NiR d’épinard chez Arabidopsis augmente significativement la la vitesse 

d’assimilation du NO2
- in planta (Takahashi et al., 2001).  

L’assimilation de NH4
+ est essentiellement réalisée dans les plastes par la Glutamine 

Synthétase (GS) et la Glutamate Synthase (GOGAT) (Miflin et Lea, 1980). NH4
+ est d’abord 

incorporé au squelette carboné d’une molécule de glutamate pour former de la glutamine 

(GS), qui cède ensuite son groupe amide à une molécule d’α-cétoglutarate, pour aboutir à la 

formation de deux nouvelles molécules de glutamate (GOGAT). Un des glutamates est 

recyclé pour accepter une nouvelle molécule de NH4
+ (cycle GS/GOGAT), alors que le 

second constitue le précurseur de la synthèse des autres acides aminés. La GS est une enzyme 

octamérique de 350-400 kDa qui catalyse la synthèse de glutamine à partir de glutamate et de 

NH4
+ en présence d’ATP. Le NH4

+ peut avoir différentes origines : le milieu de culture, 

l’assimilation de NO3
-, le métabolisme (catabolisme de composés azotés lors de 

remobilisation de réserves, photorespiration) ou encore la fixation symbiotique de N 

atmosphérique. Deux types d’isoformes, GS1 et GS2, respectivement cytoplasmiques et 

plastidiales, existent chez les plantes (Brugière et al., 1997). Les isoformes plastidiales sont 

trouvées dans les racines mais prédominent dans les feuilles exposées à la lumière. Les 

isoformes cytosoliques sont préférentiellement trouvées dans les racines mais sont également 

présentes dans les feuilles, les fleurs. Ces dernières s’accumulent également dans les nodules 

chez les légumineuses avec le démarrage de l’activité fixatrice de N des bactéries Chez 

Arabidopsis thaliana, la GS1 est codée par 5 gènes (GLN1-x), tandis que la GS2 est codée par 

le gène GLN2 (Peterman et Goodman, 1991). A ce jour les rôles respectifs des différentes 

isoenzymes ne sont pas entièrement compris (Hirel et al., 1992, Hirel et al., 1992, Marsolier 

et Hirel, 1993). Il est généralement proposé que la GS plastidiale serait responsable de 

l’assimilation de NH4
+ produit par la réduction de NO3

- ou la photorespiration dans les feuilles 

tandis que les formes cytosoliques seraient impliqués dans l’assimilation de NH4
+ (absorbé ou 

issu de la fixation symbiotique) dans les racines. Il est probable que la diversité des gènes 
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codant les isoformes cytosoliques soit liée à des fonctions différentes (Marsolier et Hirel, 

1993) 

L’activité GOGAT est assurée par deux enzymes différentes, la NADH-GOGAT, qui 

utilise le NADH comme donneur d’électrons et la Fd-GOGAT qui utilise une ferredoxine 

comme donneur d’électrons. La Fd-GOGAT est principalement localisée dans les 

chloroplastes des tissus photosynthétiques et la NADH-GOGAT dans les plastes des autres 

tissus (Lam et al, 1996). La Fd-GOGAT prédomine chez les plantes matures. Chez 

Arabidopsis thaliana, la Fd-GOGAT est responsable de plus de 95% de l’activité GOGAT 

dans les parties aériennes et de près de 70% de celle des racines (Suzuki et Rothstein, 1997). 

Chez Arabidopsis la Fd-GOGAT est codée par deux gènes, AtGLU1 et AtGLU2. AtGLU1 est 

préférentiellement trouvé dans les feuilles tandis qu’AtGLU2 est majoritairement racinaire 

(Coschigano et al., 1998). La NADH-GOGAT est codée en revanche par un seul gène, 

AtGLT1 (Lam et al., 1995). Ce gène est préférentiellement exprimé dans les racines (Lancien 

et al., 2002). Le rôle de ces gènes dans la physiologie de la plante a été étudié chez des 

mutants de perte de fonction (Somerville et Ogren, 1980, Coschigano et al., 1998, Lancien et 

al., 2002). La Fd-GOGAT serait impliquée dans l’assimilation de NH4
+ quelque soit sa 

provenance (Coschigano et al., 1998) alors que la NADH-GOGAT contribuerait plus 

spécifiquement à l’assimilation de NH4
+ non photorespiratoire (Lancien et al., 2002). 

La glutamine et le glutamate sont donc les premiers acides aminés synthétisés après 

assimilation de l’ion NH4
+. Le N est ensuite transféré par transamination à d’autres substrats 

carbonés (acides α-cétoniques) pour former aspartate, alanine et glycine, eux-même 

précurseurs des autres acides aminés. Ces étapes sont des interconnexions majeures des voies 

d’assimilation de N et du métabolisme carbonné. On comprend la nécessité d’une 

coordination cohérente des deux voies pour que la synthèse des acides aminés puisse être 

réalisée. Les acides aminés qui sont produits, dans les feuilles ou les racines, sont utilisés in 

situ ou exportés vers d’autres tissus ou organes via le xylème ou le phloème. Certains acides 

aminés peuvent constituer des formes préférentielles de stockage et de transport de N. La 

synthèse d’asparagine est très active dans les nodosités de certaines légumineuses qui 

transportent une grande partie de N sous cette forme dans le xylème. Chez d’autres plantes 

non fixatrices, l’arginine ou la glutamine peuvent jouer ce rôle. En nutrition nitrique, alors 

que l’essentiel de l’assimilation a lieu dans les feuilles, l’azote organique est exporté vers les 

racines sous forme d’acides aminés via le phloème. 
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1.4 La régulation de l’acquisition de NO3
- 

1.4.1 Régulation et Intégration 

 

L’acquisition de NO3
- par les racines est un processus complexe. Cette complexité est 

rencontrée à plusieurs niveaux : dans la structure des systèmes d’absorption (coexistence 

d’influx et d’efflux, systèmes de transport d’affinité différentes, multiplicité de transporteurs), 

dans son énergisation (différence de potentiel électrique, gradient de pH), dans les multiples 

étapes à franchir pour arriver aux sites d’assimilation (absorption, compartimentation, 

translocation), dans la voie d’assimilation même qui fait intervenir de multiples étapes et une 

nécessaire coordination avec le métabolisme carboné. Une conséquence majeure de cette 

complexité est que le prélèvement raçinaire de NO3
- dépend d’une multitudes de facteurs 

externes à la racine. Par exemple, l’énergisation du prélèvement implique qu’il est fortement 

affecté par le pH extracellulaire. Ou encore l’existence de plusieurs systèmes de transport 

d’affinité différente a pour conséquence un grande dépendance de l’influx vis à vis de la 

concentration de l’ion. Si notre compréhension de l’acquisition de N se limitait à ces 

considérations il serait aisé de conclure que l’alimentation azoté des plantes ne peut être 

optimale que dans une gamme très étroite de conditions environnementales. Or, il n’en est 

rien et les très nombreuses données agronomiques, physiologiques, ou moléculaires montrent 

que ce système très complexe s’adapte en fonction des incessantes fluctuations de 

l’environnement physique de la plante afin d’ajuster son activité à la demande nutritionnelle 

de l’organisme entier. 

De nombreuses études physiologiques et moléculaires ont clairement démontré 

l’existence de mécanismes régulateurs de l’acquisition de N. Bien que les cibles moléculaires 

de certaines de ces régulations soient caractérisées (enzymes, transporteurs), les mécanismes 

et les gènes régulateurs mis en jeu sont complètement inconnus. Un aspect important de ces 

mécanismes est que beaucoup obligent à positionner l’étude à un niveau intégré, entre les 

différentes voies métaboliques et/ou entre les différents organes d’une plante. Beaucoup de 

ces mécanismes font appel à des échanges de signaux entre organes (principalement feuilles et 

racines), qui permettent de maintenir un dialogue capable d’informer les cellules de la racine 

de besoins en N de la plante. Ces mécanismes contribuent souvent à la coordination des 

différentes étapes métaboliques (absorption et assimilation) voire des différentes fonctions qui 



Famille Espèce Gène Inductibilité Référence 
AtNRT1.1 (CHL1) + Tsay et al., 1993 
AtNRT1.2 (NTL1) 0 Huang et al., 1999 

AtNRT1.3 (NTP3) + dans les feuilles 
- dans les racines Okamoto et al., 2003 

AtNRT1.4 (NTP2) 0 Chiu et al., 2004 
AtPTR1 nd Dietrich et al., 2004 

A. thaliana 

AtPTR2 nd 
Steiner et al., 1994 
Rentsch et al., 1995 

Song et al., 1996 
BnNRT1.1 + Faure-Rabasse et al., 2002 B. napus 
BnNRT1.2 + Zhou et al. 1998 
LeNRT1.1 0 Lauter et al., 1996 Tomate 
LeNRT1.2 + Lauter et al., 1996 
NpNRT1.1 0 Fraisier et al., 2001 N. plumbaginifolia 
NpNRT1.2 + Fraisier et al., 2001 
GmNRT1.1 nd Yokoyama et al., 2001 
GmNRT1.2 + Yokoyama et al., 2001 
GmNRT1.3 0 Yokoyama et al., 2001 
GmNRT1.4 nd Yokoyama et al., 2001 

Soja 

GmNRT1.5 nd Yokoyama et al., 2001 
Maïs ZmNRT1.1 nd Quaggiotti et al., 2004 
Riz OsNRT1.1 0 Lin et al., 2000 

Orge HvPTR1 nd West et al., 1998 
N. alata NaNTR1 nd Schulze et al., 1999 

VfPTR1 0 Miranda et al., 2003 

PTR 

V. faba VfPTR2 nd Miranda et al., 2003 
AtNRT2.1 + Filleur et Daniele-Vedele, 1999
AtNRT2.2 + Okamoto et al., 2003 
AtNRT2.3 + dans les feuilles Okamoto et al., 2003 
AtNRT2.4 + dans les feuilles Okamoto et al., 2003 
AtNRT2.5 - Okamoto et al., 2003 
AtNRT2.6 0 Okamoto et al., 2003 

A. thaliana 

AtNRT2.7 0 Okamoto et al., 2003 
B. napus BnNRT2 + Faure-Rabasse et al., 2002 

LeNRT2.1 + Ono et al., 2000 
LeNRT2.2 + Ono et al., 2000 Tomate 
LeNRT2.3 nd Hildebrandt et al., 2002 

N. tabacum NtNRT2 nd Krapp et al., 1998 

NpNRT2.1 + Quesada et al., 1997 
Krapp et al., 1998 N. plumbaginifolia 

NpNRT2.2 + Krapp et al., 1998 
Soja GmNRT2 + Amarasinghe et al., 1998 

HvNRT2.1 (BCH1) + Trueman et al., 1996 
Vidmar et al., 2000 

HvNRT2.2 (BCH2) + Trueman et al., 1996 
Vidmar et al., 2000 

HvNRT2.3 + Vidmar et al., 2000 

Orge 

HvNRT2.4 + Vidmar et al., 2000 

NRT2 

Maïs ZmNRT2.1 + Santi et al., 2003 
Quaggiotti et al., 2003 

 
Tableau 1.2 : Effet de NO3

- sur la transcription de membres des familles PTR et 
NRT2. + pour inductible, 0 pour constitutif, - pour répressible, nd pour non déterminé. 
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déterminent le statut nutritionnel de la plante (absorption, assimilation, métabolisme 

carbonné, photosynthèse). 

1.4.2 Induction de l’absorption et de l’assimilation par NO3
- 

 

Le prélèvement de NO3
- s’accélère fortement au cours des premières heures suivant un 

premier apport de NO3
- à la plante (Jackson et al., 1973, Clarkson et Lüttge, 1991). La 

stimulation touche surtout l’absorption à forte affinité de NO3
- (Glass et al., 1990). Ceci a 

conduit à distinguer les composantes « inductible » iHATS et « constitutive » cHATS du 

HATS de NO3
-. Des expériences réalisées avec des inhibiteurs de transcription indiquent que 

l’induction du prélèvement est probablement due à une synthèse de novo de transporteurs 

(Jackson et al., 1973, Hole et al., 1990). L’apport de NO3
- s’accompagne également d’une 

stimulation de l’activité de réduction et d’assimilation de NO3
- (Hageman et Flesher, 1960, 

Warner et Kleinhofs, 1992, Crawford, 1995). L’induction par NO3
- peut être réalisée par des 

traitements très courts avec de très faible concentrations de NO3
- (Tischner et al., 1993). 

L’utilisation de mutants présentant une  activité NR déficiente a montré que la stimulation de 

l’acquisition de NO3
- est due à l’ion lui-même et non pas à son assimilation (Ingemarsson et 

al., 1987, Lejay et al., 1999).  

L’identification des gènes impliqués dans l’acquisition de l’ion a montré que 

l’expression de beaucoup de ces gènes est stimulée par NO3
-. Ceci concerne de nombreux 

transporteurs des familles PTR et NRT2 (Tableau 1.2). Chez Arabidopsis thaliana, plusieurs 

gènes contribuent à la composante iHATS de l’absorption. L’inactivation du gène AtNRT2.1 

s’accompagne d’une forte inhibition de cette composante suggérant que le gène une 

contribution essentielle au iHATS (Cerezo et al., 2001). L’inactivation d’AtNRT1.1 provoque 

aussi une inhibition du iHATS, mais nettement plus réduite que celle observée pour AtNRT2.1 

(Liu et al., 1999). Les composantes iHATS et cHATS ne sont probablement pas codées par 

les mêmes gènes. Le mutant chl8 qui ne présente plus de composante cHATS montre 

cependant une composante iHATS normale (Wang et Crawford, 1996). 

L’induction par NO3
- concerne également de nombreux gènes codant NR, NiR, GS ou 

Fd-GOGAT (Warner et Kleinhofs, 1992, Crawford et Arst, 1993, Redinbaugh et Campbell, 

1993, Crawford, 1995, Scheible et al., 1997). NO3
- stimule les activités des enzymes et 

l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme carboné. C’est le cas d’enzymes 

impliquées dans la synthèse de l’α-cetoglutarate qui est le squelette carboné accepteur de 

NH4
+ dans le cycle GS-GOGAT (Scheible et al., 1997, Stitt, 1999). Cette stimulation de la 
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synthèse d’acides organiques s’accompagne d’un détournement du carbone utilisé pour la 

synthèse de l’amidon. En effet NO3
- réprime l’ADP-glucose pyrophosphorylase une enzyme 

clef dans cette synthèse (Scheible et al., 1997). Des études de transcriptomique menées à 

l’échelle génomique chez Arabidopsis et la tomate ont montré que NO3
- provoque un 

remodelage important du transcriptome, concernant l’expression de plusieurs centaines de 

gènes, parmi lesquels un grand nombre impliqués directement ou indirectement dans 

l’acquisition de l’ion et dans le métabolisme du carbone (Wang et al., 2000, Wang et al., 

2001). Les mécanismes impliqués dans la cascade d’évènements conduisant à l’induction de 

ces gènes par NO3
- reste inconnue. Une étude portant sur différentes souches mutantes de 

Chlamydomonas reinhardtii suggère que chez cette algue unicellulaire le signal provient des 

concentrations intracellulaire de NO3
- (Rexach et al., 2002). Des expériences de run-on 

réalisées sur noyaux isolés ont montré que l’induction des gènes codant pour la NR par NO3
- 

est due pour l’essentiel à une stimulation de la transcription (Faure et al., 1997). L’étude des 

promoteurs des gènes AtNIA1 et AtNIA2 d’Arabidopsis indique que le motif 5’-A(G/C)TCA-

3’ présent dans ces promoteurs pourrait être un éléments cis responsable de activation de ces 

gène en présence de l’ion (Hwang et al., 1997). Une étude du promoteur du gène codant la 

NiR d’épinard suggère que des motifs de type GATA sont impliqués (Rastogi et al., 1997). 

Si l’apport de NO3
- a un effet stimulateur à court terme sur le prélèvement de NO3

-, la 

culture en présence de fortes concentrations de l’ion s’accompagne d’un retour à un état 

réprimé. Lorsque des plantes d’Arabidopsis préalablement cultivées sans source de N sont 

mises en présence de NO3
-, on observe une forte stimulation de l’absorption durant les 24 

premières heures suivie d’une réduction progressive de l’absorption (Zhuo et al., 1999). Cette 

réponse complexe est interprétée comme la superposition de 2 régulations distinctes qui se 

mettent en place avec des cinétiques différentes: stimulation par l’ion lui-même et répression 

par les produits de son assimilation (Gojon et Touraine, 1997). L’utilisation de mutants NR 

chez Nicotiana plumbaginifolia et Arabidopsis a permis de clairement découpler ces 2 

régulations. Chez ces mutants cultivés avec NO3
- comme seule source de N, la répression par 

les métabolites N est supprimée mais l’induction par NO3
- s’exerce toujours (Gojon et al., 

1998, Lejay et al., 1999, Gansel et al., 2001). 
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1.4.3 Répression par les produits de l’assimilation de NO3
- 

1.4.3.1 Contrôle par la disponibilité des assimilats azotés 

 

En présence de NO3
-, la capacité de prélèvement de l’ion est ajustée aux besoins de la 

plante. Réciproquement, en dehors de situations extrêmes (carence en N, concentration très 

élevées) la forte plasticité de la fonction d’absorption de NO3
- permet à la plante d’adapter sa 

capacité d’absorption à la disponibilité fluctuante de l’ion. Lorsque des plantes de Lolium 

perenne sont cultivées sur des solutions nutritives où la concentration de NO3
- varie d’un 

facteur 1000 (de 14µM à 14 mM), ni la quantité de N prélevée, ni la teneur en N des plantes, 

ni la croissance des plantes ne varient significativement (Clément et al., 1978b). Les plantes 

cultivées sur un milieu contenant 14µM de NO3
- ont été en mesure de prélever la même 

quantité de NO3
- que celles cultivées sur un milieu qui en contient 14mM. Cette invariance de 

l’absorption est possible grâce à l’adaptation des capacités de prélèvement des plantes à la 

disponibilité externe de l’ion. Réciproquement, à disponibilité externe de NO3
- constante, la 

vitesse d’absorption de l’anion est directement corrélée à la vitesse de croissance de la plante 

(Pitman, 1988). Les variations du prélèvement de N suivent celles de la biomasse ou de la 

fixation nette de carbone (Gastal et Saugier, 1989). C’est donc la demande en N générée par 

la croissance de la plante qui détermine l’absorption de NO3
- des racines. En présence de NO3

- 

dans le milieu extérieur, le prélèvement de l’ion est plus sensible aux signaux endogènes de la 

plante (demande ou « satiété ») qu’à la concentration externe de l’ion (Imsande et Touraine, 

1994). Contrairement à l’induction par NO3
-, qui s’exerce localement (§1.3.2 ci-dessus), le 

contrôle de l’absorption de NO3
- par la demande en N s’exerce à l’échelle la plante entière. Le 

système « split root » permet de générer une déficience nutritionnelle à l’échelle de la plante 

entière en alimentant seulement une fraction du système racinaire. Chez les plantes cultivées 

dans ce système, la capacité d’absorption de NO3
- est augmentée dans la fraction du système 

racinaire à laquelle est fourni une source de NO3
- localement non limitante afin de compenser 

le déficit nutritionnel de la plante entière. Dans ces conditions, les capacités locales de 

prélèvement de NO3
- sont déterminées par le statut N de l’organisme entier et non le statut N 

local (Touraine et Gojon, 1997, Tillard et al., 1998, Gansel et al., 2001). Cela démontre 

l’existence d’un signal généré au niveau des parties aériennes et envoyé aux racines, 

probablement via le phloème (Müller et Touraine, 1992, Gansel et al., 2001).  
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Les produits de l’assimilation de NO3
- sont des effecteurs négatifs de l’absorption de 

l’ion, ce qui suggère que le niveau de métabolites N participe à l’établissement d’un signal de 

demande. L’addition de ces métabolites dans le milieu de culture permet d’accroître la 

disponibilté en assimilats azotés sans modifier la concentration en NO3
- du milieu. L’ajout de 

NH4
+ dans un milieu contenant NO3

- provoque une diminution de la vitesse d’absorption et 

d’assimilation de NO3
- (MacKown et al., 1982, Munos et al., 2004).  Deux types d’effets de 

NH4
+ sur l’absorption de NO3

- sont décrits (Kronzucker et al., 1999). A l’échelle de la minute, 

une inhibition transitoire interprétée comme la conséquence de l’effet dépolarisateur de NH4
+, 

qui réduisant la force proton-motrice nécessaire au prélèvement du NO3
-, réduirait l’activité 

de prélèvement des transporteurs. A plus long terme, l’effet inhibiteur de NH4
+, qui touche 

essentiellement l’influx et le iHATS, serait lié au rétrocontrôle négatif exercé par les 

métabolites azotés issu de son assimilation. L’ajout d’acides aminés provoque une répression 

très rapide de l’absorption de NO3
-, qui est corrélée positivement avec la teneur en acides 

aminés des parties aériennes, des racines et de la sève phloémienne (Müller et Touraine, 1992, 

Müller et al., 1995, Lainé et al., 1995, Nazoa et al., 2003). Il est proposé que certains acides 

aminés circulant dans la sève du phloème jouent le rôle de signaux répresseurs. Des 

expériences basées sur l’utilisation d’inhibiteurs de la GOGAT ou de l’aspartate amino 

transférase sont cohérentes avec ce modèle (Lee et al., 1992). Cependant des résultats obtenus 

chez des plantes de ricin en système split-root vont à l’encontre de cette hypothèse (Tillard et 

al., 1998). Les acides aminés constituant une source de N pour la plante. Il est difficile de 

séparer un effet répresseur de type « signal » strict, de leur effet sur le statut N qui pourrait 

entraîner un signal répresseur secondaire.    

Cette faculté d’adaptation des racines à la demande en N est très probablement due à 

des changements dans la nature et l’abondance des transporteurs de NO3
- au niveau de la 

membrane plasmique (Clarkson et Lüttge, 1991). Les systèmes de transport sont 

probablement sujet à des processus de répréssion/dé-répression. De fait, des gènes codant 

pour des transporteurs de NO3
- dont l’expression est régulé par le statut azoté de la plante ont 

été identifiés. Pour l’instant, ce type de régulation n’a été mis en évidence que pour des 

transporteurs la famille NRT2 (Glass et al., 2001, Orsel et al., 2002a). Chez Arabidopsis il a 

été montré qu’AtNRT2.1 qui code un transporteur à haute affinité est une cible essentielle de 

cette régulation. Comme la capacité d’absorption de NO3
-, l’expression d’AtNRT2.1 est 

fortement stimulée par une carence en métabolites azotés (Filleur et Daniel-Vedele, 1999, 

Zhuo et al., 1999, Lejay et al., 1999, Cerezo et al., 2001). L’inactivation de la NR provoque 

une forte dé-repression de l’expression du gène (Filleur et Daniel-Vedele, 1999) même en 
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présence de fortes quantités de NO3
-, ce qui indique qu’il est réprimé par les assimilats azotés 

(Lejay et al., 1999). Le gène est fortement réprimé par l’ajout de NH4
+ ou d’acides aminés 

dans le milieu (Zhuo et al., 1999, Nazoa et al., 2003). Des expériences de split root, chez 

Arabidopsis on montré que l’expression du gène suit les régulations de l’influx de NO3
- via 

une signalétique feuilles-racines (Gansel et al., 2001). La réponse adaptative de la plante aux 

variations de disponibilité des assimilats azoté (carence, ajout de NH4
+) est fortement affectée 

chez un mutant de délétion de ce gène, indiquant que ce gène est une cible essentielle de cette 

régulation (Cerezo et al., 2001).  

1.4.3.2 Régulation par la nitrate réductase et NO2
- 

 

Un autre mécanisme de répression de l’absorption de NO3
- par le produit de son 

assimilation a été mis en évidence récemment chez Arabidopsis (Loqué et al., 2003). Bien 

que cette régulation dépende de l’activité de réduction de NO3
- de la plante, ce mécanisme 

n’est pas lié a la disponibilité en assimilats azoté « terminaux ». L’activité NR réprime dans 

les racines le gène AtNRT1.1 dont l’expression est inductible par NO3
- mais pas stimulée 

transitoirement en situation de privation de N ni réprimée par le statut N (Tsay et al., 1993, 

Lejay et al., 1999, Liu et al., 1999, Filleur et Daniel-Vedele, 1999). La répression s’exerce 

aussi sur le gène AtNIA1 qui code l’isoforme minoritaire de l’apoenzyme de la NR chez 

Arabidopsis ce qui suggère un mécanisme d’autorégulation. Il est très probable que la 

répression est liée à la réduction de NO3
- par la NR en NO2

- (ou NO). NO2
- est capable de 

réprimer très fortement les deux gènes en quelques heures lorsqu’il est ajouté au milieu de 

culture. Cette répression se traduit par une baisse importante du prélèvement de NO3
- dans ces 

conditions (Loqué et al., 2003). Bien que la signification biologique de ce mécanisme reste 

incertaine, il est proposé qu’il permette à la plante de limiter l’accumulation toxique de NO2
-. 

Les racines peuvent être exposées à ce type de situations lors d’épisodes d’hypoxie (au cours 

d’inondations par exemple).  

1.4.4 Régulation par la lumière et les sucres 

 

Chez les plantes photosynthétiquement actives, le prélèvement de NO3
- par les racines 

est régulé par l’éclairement. Le rythme jour/nuit de l’absorption de NO3
- a été montrée chez 

plusieurs espèces (Arabidopsis thaliana, Lejay et al., 1999, le soja, Delhon et al., 1996, la 

tomate, Cardenas-Navarro et al., 1998, Le Bot et Kirkby, 1992, Lollium perenne, Ourry et al., 
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1996). La rythmicité n’est pas liée à un rythme circadien mais dépend de la photosynthèse 

(Lejay et al., 1999, Lejay et al., 2003). Des plantes illuminées mais privées de CO2, ont une 

l’absorption de NO3
- réduite (Delhon et al., 1996). Réciproquement l’ajout de saccharose ou 

de glucose dans le milieu chez de plantes à l’obscurité provoque une stimulation du 

prélèvement de NO3
- et de NH4

+ (Lejay et al., 1999, Lejay et al., 2003). La rythmicité 

jour/nuit du prélèvement n’est pas spécifique de NO3
- et concerne également le prélèvement 

d’autres ions (Clément et al., 1978a, Smith et Cheema, 1985, Hatch et al., 1986, Le Bot et 

Kirkby, 1992, Delhon et al., 1996). 

La régulation par l’alternance jour/nuit est interprétée comme un mécanisme qui 

permet de coordonner l’acquisition de N avec la production des squelettes carbonés 

nécessaires a la synthèse des acides aminés (Delhon et al., 1996). L’expression de plusieurs 

transporteurs de NO3
- (AtNRT1.1, AtNRT2.1) est stimulée par la lumière et les sucres. Cette 

régulation concerne également les transporteurs d’autres ions (Lejay et al., 2003). L’emploi 

de mutants d’Arabidopsis affectés dans leur sensibilité aux sucres (sugar sensing), 

d’intermédiaires métaboliques, ou d’inhibiteurs d’enzymes, suggère que le signal régulateur 

est généré au niveau de la glycolyse probablement en aval de l’héxokinase (Lejay et al., 

2003). 

La réduction et l’assimilation de NO3
- sont également régulés par la lumière (Faure et 

al., 1997, Brugière et al., 1997). Chez le tabac et Arabidopsis l’expression des gènes codant la 

NR décroît lors d’un passage à l’obscurité mais est stimulé lorsque des sucres sont rajoutés au 

milieu de culture (Cheng et al., 1992, Matt et al., 1998). Un contrôle par le rythme circadien 

sur cette enzyme a également été mis en évidence (Vincentz et al., 1993, Pilgrim et al., 1993). 

Les niveaux de contrôle de l’expression des gènes codant la NR sont multiples : 

transcriptionnel, post-transcritionnel et post-traductionnel. Dans ce dernier cas l’intervention 

de protéines 14-3-3 a été démontrée et caractérisée en détails (Kaiser et Huber, 2001). 

1.5 Objectifs du travail 
 

Le séquençage intégral du génome d’Arabidopsis thaliana  (Arabidopsis Genome 

Initiative, 2001) a rendu possible pour la première fois chez une plante supérieure 

l’identification par homologie de séquence de l’effectif complet des familles multigéniques. 

Nous avons décidé de tirer parti de cette avancée pour étudier de manière plus exhaustive 

l’implication de la famille PTR dans le transport de NO3
- chez Arabidopsis thaliana . 
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La première étape du travail a consisté à caractériser in silico les membres de la 

famille PTR. Nous nous sommes appuyés sur cette caractérisation pour concevoir et 

construire une membrane basse densité dédiée aux gènes impliqués dans le transport de N 

chez Arabidopsis (familles PTR, NRT2 et AMT). Les contraintes techniques liées à ce type 

d’approche nous on ensuite amenés à développer une méthode originale de normalisation des 

données d’hybridation. La membrane a permis de générer une base de données des 

régulations transcriptionelles affectant les gènes codant pour des transporteurs de N dans des 

situations connues pour moduler les capacités de prélèvement de NO3
-. 

A l’issue de cette première étape, deux gènes de la famille PTR ont été sélectionnés 

pour une analyse plus détaillée de leur expression, (AtNRT1.2 et At1g32450 que nous avons 

nommé AtNRT1.5). Deux autres gènes AtNRT1.1 et AtNRT2.1 codant des transporteurs de 

NO3
- d’Arabidopsis ont servit de référence au cours de cette étude. 

La dernière partie du travail a permis de confirmer la fonction in planta d’AtNRT1.2 et 

identifier le premier transporteur de NO3
- impliqué dans la translocation de l’ion des racines 

vers les parties aériennes (AtNRT1.5). L’étude a porté sur des mutants chez lesquels chacun 

des gènes est inactivé par insertion d’un ADN-T. 
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2 Chapitre II 

 

MATERIEL ET METHODES 
 

 

2.1 Techniques en biologie moléculaire 

2.1.1 Extraction d’ADN génomique de plante 

 

Les extractions d’ADN génomique sont faites à partir d’un échantillon de feuilles 

fraîches (environ 10 mg)  broyé à la perceuse dans un microtube de polypropylène après ajout 

de sable de fontainebleau dans 500µl de tampon d’extraction (Tris-HCl 100mM pH8, EDTA 

50mM pH8, NaCl 500mM) et 35µl de SDS 20% p/v. Après une incubation de 10 minutes à 

65°C, de l’acétate de sodium (1M final) est ajouté puis le tout est incubé sur glace pendant 10 

minutes et centrifugé 15 minutes à 13000 rpm. Le surnageant est ensuite précipité une nuit à –

20°C en présence de 1 volume d’isopropanol et l’ADN est collecté par une centrifugation de 5 

minutes à 13000 rpm. Après dissolution du culot dans de l’eau, la concentration est mesurée 

par spectrophotométrie à 260nm. 

2.1.2 Extraction et purification de l’ADN plasmidique de E.coli 

 

Les extractions d’ADN plasmidique d’Escherishia Coli sont réalisées avec les kit 

QIAfilter Plasmid Midi ou (Qiagen) QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) en fonction des 

rendements désirés (respectivement 100µg et 20µg) selon les protocoles conseillés par le 

fournisseur. Les deux kits fonctionnent sur le même principe : l’ADN plasmidique est libéré 

par lyse alcaline, les débris des cellules éliminés par centrifugation, puis L’ADN est fixé sur 

une colonne d’affinité, lavé et enfin élué. La concentration est mesurée par 

spectrophotométrie à 260nm. 



Nom usuel n° AGI Amorces sens Amorce anti-sens 

AtNRT1.1 At1g12110 AAACACCCCCAAAAACTGCAAA CCGAGGAAATTGGTAACGGTGT 

At1g18880 At1g18880 GTGGCAGTCCCATTCACAGC AGAATAAGGCGGCCGAGAGC 

At1g22540 At1g22540 GCGGCTGTAAAGAACTGGAGTG GACTGGAGGGTAGCCGGAGAG 

At1g22550 At1g22550 AAAAACGCCAAGAACCCAAGG TTCTCACTAGTGGGGACACAAGA 

At1g22570 At1g22570 CCCAAAGGGACATCATGAGGAG ACCAAAGCCTTCGCGTCATC 

AtNRT1.5 At1g32450 GGGGAACTTTGTTAGTAGCTTGTTGG AAACCAAAACACACATTTGTTAGCC 

At1g33440 At1g33440 CACGTCGGAGGAATCATTGG TCGATGACGCCAAAAACGAG 

At1g52190 At1g52190 CAAAGCTCCAAGTCAAAAGTTGAGG CTTGAACCATGGCGGCTCAG 

At1g59740 At1g59740 TCTCTGATCTCCCTGGCACAAC CCATGCTTGTTAGGGTTGGAAGG 

At1g62200 At1g62200 AAGCTACCTGAGCTCGTTGATCC GAGTATACCATGAATATGATGAACCAAAAC 

At1g68570 At1g68570 CGATTTCGATCGGAAACTATGTGAG CAACGCCAAGACTCATTCATCAAC 

AtNRT1.2 At1g69850 GGGAAGGCTACGCCGATTG GAAAGCGTCGGAGAGGAAACC 

At1g69860 At1g69860 CTCTTGGTTGGAAAGCGATGC GCCCAACAACTCAGCGATGG 

At1g69870 At1g69870 TGTCTGTATGTTGTGCCCACTCTC CGGCGAACTTATCCGCTTG 

At1g72140 At1g72140 CGCATGAAATCACCGCTCTG CGGCATATTGACCACTCGTCTG 

At2g02020 At2g02020 GACGGTGCATGAAACGAACC TGAGGGATTTGCCAAAAGATG 

AtPTR2B At2g02040 CTTGAGCTCGTTGATCCTCACG AATTGAAAGGAAAAGTACACAGCAATG 

At2g37900 At2g37900 CTTTGCGGACGCTTTCACAC GGCAGCGATAACACCAGCAAG 

At2g40460 At2g40460 GGCTTTGGCCTCCATTTGAAC TGCAGAGCCTTGGAACAACG 

At3g16180 At3g16180 GATCGCATTAACTCAAAACTCTCAC AATAATCCATAGCTCGCCACTTTC 

AtNRT1.3 At3g21670 TGCCCATTTGAATCGTATCTCC ATTAAACCGGCGCCTAACCATC 

At3g25260 At3g25260 GACACATCAACCAACTTGAAAACCAC GCTCGGTTCTTGTGGAGGTTG 

At3g25280 At3g25280 AGAAGAAATCCAAGACTGATCTCAAG TTCTTGCGGCAGAAATAATCAC 

At3g45650 At3g45650 GTTACTGGCGATGCAGAAACAGC CAGATGCAATGGCTGCAACAG 

At3g45660 At3g45660 CGAAGAGTACAACATGAAGAGCATCG CCCACCTGCTCCCACACAG 

At3g45700 At3g4570 GCATCGCTCTAGCAAGCATGG TCCAAAGATGCAATAAGAGTCAAGAGC 

At3g45710 At3g45710 GACACGGAAGTAGCGCATCG TCCAGCCAGAGAAATGAAAGTGG 

At3g47960 At3g47960 CATGGCTTACTTCTTGTTGATGG ACATGTCTACAAAGATGAAGTGATTTTC 

At3g53960 At3g53960 GCCGCTTGGACCGCTTTTAC CGTTTCTAAAGGCTAACGCCACAC 

At3g54140 At3g54140 AGAACGGTAAACCGGGTTGG ACAAACCTAACACACCAACAACAAC 

At4g21680 At4g21680 CCAGTTTATATCACAGAACAAGCTCAG TGATGTGCATGGCTGGATTC 

At5g01180 At5g01180 CGTGATTGCAGCCATCGTTATG AGTCTCTGCTCGGCTTTGTCG 

At5g11570 At5g11570 AGCGGCCAACATCCTTTTCC GGTCGGCAGCGAAGGCTAAG 

 

 

Tableau 2.1 (1ère partie) : Séquence des amorces PCR utilisées dans la thèse. 

AGI : Arabidopsis Genome Initiative. 
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2.1.3 Amplification de fragment d’ADN par PCR 

 

L’enzyme utilisée est l’Extrapol (Eurobio). Les réactions de PCR sont menées dans le 

tampon réactionnel commercial de l’enzyme, en présence de MgCl2 2,5mM, 200µM de 

chaque nucléotide (dATP, dTTP, dCTP et dGTP), 200nM de chaque amorce, 4x10-3 U.µl-1 

d’enzyme à partir de matrices d’ADN de natures diverses (10-0,01 ng) ou de bactéries 

fraîches. Une première rampe de 5 cycles est réalisée selon les spécifications suivantes : 

30 s à 94°C 

60 s à 65°C -1°C à chaque cycle 

60 s à 72°C 

 

puis 25 à 32 des cycles de température suivants sont appliqués : 

30 s à 94°C 

60 s à 60°C 

60 s à 72°C 

 

Lorsque les fragments d’ADN sont amplifiés en vue du clonage dans le vecteur pCR 

2.1-TOPO, la dernière étape d’élongation est prolongée de 10 minutes afin de permettre 

l’induction de l’activité terminal-transferase de l’enzyme (ajout d’un résidu A aux extrémités 

des séquences, induit par une durée d’élongation supérieure à 3 minutes). 

 

Les amorces utilisées au cours de cette thèse (Tableau 2.1) ont été définies grâce à une 

version en ligne du logiciel Primer 3 au Whitehead Institute for Biomedical Research 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3-www.cgi#disclaimer). 

2.1.4 Electrophorèse de l’ADN en gel d’agarose 

 

Des gels d’agarose horizontaux sont utilisés de manière analytique ou préparative pour 

séparer des fragments d’ADN. Le gel est préparé dans le tampon d’électrophorèse TAE (Tris-

HCl 40mM, acétate de sodium 20mM, EDTA 1mM pH 7,8). Le pourcentage d’agarose utilisé 

(p/v) varie de 1 à 2% en fonction de la taille des fragments à séparer. Le gel est coloré au 

bromure d’éthydium (BET) qui fluoresce à 360 nm lorsqu’il est intercalé dans un brin d’ADN 

et exposé aux UV. 



 

 

 

Tableau 2.1 (2ème partie) : Séquences des amorces PCR utilisées dans la thèse. 

AGI : Arabidopsis Genome Initiative. 

Nom usuel N° AGI Amorces sens Amorce anti-sens 

At5g13400 At5g13400 TGCGCTGACCAAAGGAACAC TCTCATCGGAATCGCAGAGG 

At5g14570 At5g14940 TTTGCAATCCCAACCGCTTC GGTTTCAAGCCCCGAAAAACC 

At5g28470 At5g28470 CGTCGAATCTTCATCACCATCG GGAGGCGATGGAACCGAGTAG 

At5g46040 At5g46040 TGCTGATTGCGTAACATCAGCTC GGGTTTGGCAGATGCTTTCATAG 

At5g46050 At5g46050 CAGAGCTTCACTCAAAACAGGAAC TGGAAATAAGCATTGAGAGTGTGAC 

At5g62680 At5g62680 CCACAATGATAGAAAGAAAGAGATGTG GGAATCCTGGCAGTTAATTTTGC 

At5g62730 At5g62730 CGAGCTCGGAAACACCACTG GACAGCAACCCAAGTCCCAAG 

Tubuline α At1g64740 GCGAAAACAGAGAGAAAGAGG GAATGCATCATGACATGCACC 

Histone H4 At5g59690 CATCCATGGCGGTCACAGTC GGGTCGTGGAAAGGGAGGAA 

AtLHCP At1g29930 GGTAATTGCCAGATAATTTGA GCCGATCCAGTTAACAACAACG 

AtAKT1 At2g26650 TGGAAACCCGGTGAGAGTGA CTCTGCATTGTTGTCTTTGTT 

AtAMT1.1 At4g13510 GCCGGTATGGATATGACCAG TTATCATCACAACCCCATGAAAC 

AtAMT1.2 At1g64780 TGACGGTAACTATGGGACCGTTG TTTGGTTGCCCGAACTCTTGTC 

AtAMT1.3 At3g24300 GATCTCCTTTCCCTCGATCAGC GGTCACTTAAAACAAACCAAAACATCC 

AtAMT2 At3g28290 GTTTGCACACCCTGATCTCTGC TCAAACTGTTGCACATGCCTTG 

At3g24290 At3g24290 CTCCTATCAGGCCACTGGAACG CGCCCATAAATAGCCCGTAGTG 

AtNRT2.2 At1g08100 TGTTACCTTAATCCACTTTCCTCAGTG AAGCAAATGATGAAAGAAATGGTTC 

AtNRT2.3 At5g60780 GCTGAGGGACTCTCATTGATGG CAAACATGACTTGGAGTTCCGTTC 

AtNRT2.5 At1g12940 GCAATGTAGGCGCGGTCTTAAC GTTTGGGGATGAGTCGTTGTGG 

AtNRT2.7 At5g14570 ACGCGATCGTTAGGAGTGGTG CCAGCAGTTCAAATGCGACATC 

AtNIA1 At1g77760 GAAGGTTTGGAAGGCGAATC TCATTTATCATCATCATCATCAACAAC 

AtEF1α At1g07940 GCCACACCTCTCACATTGCAG TGGCTCCAGTTGGGTCCTTC 

Séquence n’appartenant 

pas à Arabidopsis 
Amorce sens Amorce anti-sens 

T1 TGTTGGCGAAATCACATCGTC TGACATGCTTGTTTCATCAGGTG 

T1.1 TGTCTTCCTGCCTCCAGTTCG TGACATGCTTGTTTCATCAGGTG 

T1.2 TGCCACTGTTGCCAATGACC GTTTGGAGGCAGGGAAGCAC 

T1.3 TGTTGGCGAAATCACATCGTC TGGCTTGGGCTAAAAATTCTCG 

T2 GGCTCAAGAGGGTGTGTCCGT GGCTACGAAGTCCGTGGCTATC 

T2.1 TTATTTGGCGGCAACACAGG GGCTACGAAGTCCGTGGCTATC 

T2.2 GCTGGCAGCATTCTTGAGTCC TGCTTTTATCGGGCGGAATG 

T2.3 GGCTCAAGAGGGTGTGTCCGT CGCAGTCCGTTGATTCAGAGC 
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2.1.5 Purification de fragments d’ADN en gel d’agarose 

 

Les fragments d’ADN séparés par électrophorèse en gel d’agarose dans un but 

préparatif en sont extraits avec le kit Jetsorb (Genomed) selon le protocole conseillé par le 

fournisseur. L’ADN est fractionné sur gel d’agarose, puis les lamelles qui contiennent un 

fragment d’intérêt sont découpées et fondues à 55°C en présence de NaI. L’ADN est adsorbé 

sur des microbilles, les microbilles lavées plusieurs fois dans des solutions salines (fournies 

dans le kit), puis l’ADN élué dans du TE (Tris-HCl 10mM pH8, EDTA 1mM) par incubation 

à 55°C. La quantification de l’ADN est réalisée en spectrophotométrie à 260nm. 

2.1.6 Synthèse d’ADN complémentaire 

 

Les contaminations ADN sont éliminées des préparations d’ARN par un traitement par 

la DNAse I (Proméga). A l’issue de la digestion, l’enzyme est éliminée par une extraction au 

mélange phénol / chloroforme / alcool isoamylique (24/24/1, v/v/v) suivit d’un lavage par un 

mélange chloroforme / alcool isoamylique (24/1, v/v). Les ARN sont précipités 2h à -20°C en 

présence d’acétate de sodium 0,3 M pH 5,2 et 2 volumes d’éthanol absolu. Le culot d’ARN 

est récupéré après 30 minutes de centrifugation à 16000g à 4°C, lavé avec de l’éthanol 70% et 

repris dans du TE. La transcription inverse est menée 1 heure à 42°C à partir de 0,4µg.µl-1 

d’ARN totaux, en présence de 13 U.µl-1 de reverse transcriptase MMLV (Promega), 1mM de 

chaque nucléotide, 1µM d’amorces oligo dT18 (Eurobio) dans le tampon commercial de 

l’enzyme. La réaction est ensuite arrêtée en diluant 10 fois le mélange réactionnel dans de 

l’eau. 

2.2 Matériel et techniques de clonage 

2.2.1 Plasmides 

 

Les plasmides utilisés lors des différentes expériences sont :  

Le vecteur pCR-Blunt (Invitrogen), Figure 2.1. Ce vecteur confère la résistance à la 

zeocyne et la kanamycine. La sélection des plasmides ayant intégré un insert avec ce vecteur 

se fait grâce à la disruption d’un gène léthal (gène de fusion lacZα-ccdB) pour les bactéries. 

 



 
 
 
 
Figure 2.1 : Carte du plasmide pCR-
Blunt. 
Le plasmide est fourni linéarisé au 
niveau du site d’insertion et les 
extrémités sont franches. D’après un 
schéma du manuel du fournisseur. 
 
 

Figure 2.2 : Carte du plasmide pCR-
2.1-TOPO. 
Le plasmide est fourni linéarisé au 
niveau du site d’insertion. Les 
extrémités cohésives T du vecteur sont 
liées de façon covalente à une 
Topoisomérase I qui catalyse la 
réaction de ligation. D’après un 
schéma du manuel du fournisseur.

 
 
Figure 2.3 : Carte du plasmide pGEMHE. 
Le site multiple de clonage de ce plasmide est flanqué des séquences 3’UTR et 
5’UTR du gène de la β-GLOBINE de Xénope. La séquence 3’ UTR est suivie par une 
séquence polyT servant à la rétro-transcription d’une extension polyA au transcrit. 

ori

Ampi

3`UTR
pGEMHE

3012 pb

5‘ UTR

SmaI
BamHI
EcoRI
XbaI
HindIII

T7

Sp6

NheI
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Le vecteur pCR 2.1-TOPO (Invitrogen), Figure 2.2. Ce vecteur confère la résistance à  

l’ampicilline et la kanamycine. 

 

pGEMHE (Liman et al, 1992), Figure2.3. Ce vecteur confère la résistance à 

l’ampicilline. Le site multiple de clonage du plasmide est bordé par les régions non traduite 5’ 

et 3’ (5’ UTR et 3’ UTR) du gène de la ß-GLOBINE de Xénope. 

 

2.2.2 Matériel bactérien 

 

Les transformations ont été réalisées sur des lots d’Eschérichia Coli 

thermocompétentes TOP10 (Invitrogen). Le génotype de ces bactéries est F- mcra ∆(mrr-

hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15 ∆lacx74 recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL 

endA1 nupG. 

2.2.3 Construction de molécules d’ADN recombinantes 

 

Les fragments d’ADN d’intérêt sont amplifiés par PCR. Les références des différentes 

séquences clonées au cour de la thèse sont indiquées dans les Tableaux 2.2 et 2.3. 

Les réactions de PCR conduites en vue de l’amplification des GST (Gene Sequence 

Tag) sont réalisées à partir soit d’ADN complémentaire (divers tissus et traitements), soit 

d’ADN génomique en cas d’échecs répétés sur les matrices précédentes. L’amplification par 

PCR des fragments T1 et T2 a été réalisée à partir de 1ng du marqueur de poids moléculaire 

1Kb+ (Life Technologies). 

 

Les amplifiats sont séparés par electrophorèse en gel d’agarose avant d’en être 

extraits. 

 

Les clonages ont été réalisés dans les vecteurs pCR 2.1-TOPO ou pCR Blunt selon les 

protocoles recommandés par le fournisseur. Dans le cas du vecteur pCR Blunt, 250ng des 

produits PCR purifiés sont incubés 1 heure à 16°C en présence de 25ng du vecteur, 4U de 

ligase dans le tampon de ligation contenant de l’ATP. Dans le cas du vecteur pCR 2.1-TOPO, 

1µl de la solution du vecteur activé (lié de façon covalente à une topoisomérase) fournie est 



 
 
 

Tableau 2.2 (1ère partie) : Séquences d’Arabidopsis thaliana clonées dans les 
vecteurs pCR Blunt ou pCR 2.1-TOPO. 

Famille gène Longueur du transcrit Position de la séquence clonée sur 
le transcrit, en pb à partir du 5’ 

At1g18880 1764 720-1019 
At1g22540 1713 821-1131 
At1g22550 1695 1475-1728 
At1g22570 1698 732-983 
At1g32450 2180 1644-2023 
At1g33440 1791 48-359 
At1g52190 1293 6-266 
At1g59740 1942 80-284 
At1g62200 1909 1605-1854 
At1g68570 2058 1525-1823 
At1g69860 1668 56-309 
At1g69870 2161 32-295 
At1g72140 1668 550-863 
At2g02020 1638 1026-1335 
At2g37900 1728 1404-1653 
At2g40460 1752 1552-1841 
At3g16180 2005 16-316 
AtNRT1.3 2082 14-313 
At3g25260 1548 1474-1763 
At3g25280 1566 450-771 
At3g45650 1677 13-262 
At3g45660 1674 2-304 
At3g45700 1647 33-335 
At3g45710 1671 22-306 
At3g47960 2060 1760-2061 
At3g53960 2538 2171-2468 

AtPTR1 2022 1687-1956 
At4g21680 2146 1783-2058 
At5g01180 1713 1528-1811 
At5g11570 1446 165-463 
At5g13400 1875 1680-1967 
At5g28470 1686 6-297 
At5g46040 1761 1479-1797 
At5g46050 1749 910-1165 
At5g62680 1851 1708-1851 
At5g62730 1770 120-374 
AtNRT1.1 2130 31-320 
AtNRT1.2 1974 40-290 

PTR 

AtPTR2B 2000 1703-1985 
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incubée 5 minutes à température ambiante avec 1 à 5µl des produits PCR purifiés (quantités 

non précisées dans le protocole du fournisseur). 

 

La séquence T2 a été sous clonée à partir du vecteur pCR 2.1-TOPO dans le vecteur 

pGEMHE entre les sites Xba1 et BamH1. 

2.2.4 Transformation bactérienne par choc thermique et sélection 
des transformants 

 

Les bactéries compétentes TOP10 (Invitrogen) sont conservées à –80°C. Les lots de 

bactéries (50µl) sont décongelés et placés à 0°C, puis l’ADN plasmidique ou le produit de 

ligation est ajouté. Un choc thermique de 42°C pendant 30 secondes suivit de 2 minutes à 0°C 

est effectué. 

Les bactéries sont ramenées à température ambiante par ajout de 1ml de milieu nutritif 

SOC (2% p/v Bacto tryptone, 0,5% p/v extrait de levure, NaCl 10mM, KCl 2,5mM, MgCl2 

10mM, MgSO4 10mM, glucose 20mM) puis cultivées 1h à 37°C sous agitation. Les bactéries 

sont étalées sur des boites de pétri rondes (9cm de diamètre) contenant un milieu nutritif LB 

(Bacto tryptone 10g.l-1, extrait de levure 5g.l-1, NaCl  85mM, agar 20g.l-1) additionné 

de kanamycine ou d’ampicilline (50µg.ml-1) et cultivées 24h à 37°C. 

 

Dans le cas d’une sélection basée sur l’activité β-Galactosidase, 1,6g d’X-Gal sont 

étalés à la surface du milieu de culture dans les boites de pétri pour permettre de sélectionner 

les clones bactériens transformés ne présentant pas la faculté de métaboliser le X-Gal. 

2.3 Extraction et analyse des ARN de plantes 

2.3.1 Extraction des ARN totaux 

 

La méthode d’extraction utilisée est dérivée de celle décrite par Lobréaux et al. (1992). 

L’extraction est faite à partir de tissus congelés dans de l’azote liquide au moment de la 

récolte et conservés à –80°C. 

De 0,5 à 1g de matière fraîche sont broyés au polytron dans 5ml de tampon 

d’extraction (guanidine HCl 8M, β-mercaptoethanol 50 mM, EDTA 20mM et MES 20mM 

pH7) et 5ml de mélange phénol/chloroforme/alcool isoamilique (24/24/1 ; v/v/v). Après 5min 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2.2 (2ème partie) : Séquences d’Arabidopsis thaliana clonées dans les 
vecteurs pCR Blunt ou pCR 2.1-TOPO. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2.3 : Séquences de bactériophage Lambda clonées dans les vecteurs 
pCR Blunt ou pCR 2.1-TOPO. Les séquences TX.3, TX.2 et TX.1 sont situées sur 
les séquences T2 et T1 dont les positions sur le génome du bactériophage Lambda 
(n° accession Gene Bank NC_001416) sont indiquées entre parenthèses. 

Famille gène Longueur du transcrit Position de la séquence clonée sur 
le transcrit, en pb à partir du 5’ 

NIA AtNIA1 3032 2709-3017 
AtNRT2.7 1513 1180-1502 
AtNRT2.2 1709 1401-1308 
AtNRT2.5 1762 1203-1506 

NRT2 

AtNRT2.3 1620 1336-1619 
AtAMt1.1 1706 1401-1683 
AtAMt1.2 1780 1332-1631 
AtAMt1.3 1651 1466-1602 

At3g24290 1491 925-1237 
AMT 

AtAMt2 1710 1154-1450 
AtAKT1 3389 2492-2652 
AtLHCP 1014 811-1016 
AtEF1α 1704 1153-1393 

Divers 

Histone H4 592 103-357 

 Séquence 
T2 2096pb (25207-27303) 

 T2.3 1-318 
 T2.2 938-1197 
 T2.1 1803-2097 
T1 1775pb (23352-25107)  

T1.3 1-361 
T1.2 981-1401 
T1.1 1453-1775 
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d’agitation, les phases aqueuses et organiques sont séparées par une centrifugation de 4000g à 

4°C pendant 10min. Le surnageant contenant les acides nucléiques est prélevé et soumis à 

deux séries d’extraction et de centrifugation (9000g à 4°C pendant 10min), d’abord en 

présence de 4ml de mélange phénol/chloroforme/alcool isoamilique (24/24/1 ; v/v/v) pour 

éliminer les protéines résiduelles, puis en présence de 4ml de chloroforme/alcool isoamilique 

(24/1 ; v/v) pour éliminer les traces de phénol. Les acides nucléiques contenus dans le 

surnageant sont précipités 2h à -20°C en présence d’acétate de sodium 0,3M pH5,2 par 

addition d’un volume d’isopropanol pendant 2h à -20°C. Le culot d’acides nucléiques est 

récupéré par une centrifugation à 9000g et 4°C pendant 30min, lavé à l’éthanol 70%, et 

solubilisé dans 1ml de TE. Les ARN sont précipités différentiellement à partir des acides 

nucléiques en solution en présence de LiCl 2,5M à 4°C durant une nuit. Les ARN sont 

collectés par une centrifugation de 30 minutes à 16000g et 4°C. Le culot est repris dans 50 µl 

d’eau avant dosage par spectrophotométrie à 260nm puis visualisation sur gel d’agarose 1%. 

2.3.2 Caractérisation des ARN par hybridation moléculaire 

 

La convention concernant les dénominations dans les expériences d’hybridations 

moléculaires adoptée dans la thèse est « sonde » pour les acides nucléiques radiomarqués et 

« cible » pour les acides nucléiques fixés sur les différents types de membrane. 

2.3.2.1 Northern-blot 

 

Les ARN sont séparés par électrophorèse en condition dénaturante sur un gel 

d’agarose 1% contenant 18% de formaldhéhyde (v/v), dans un tampon contenant acétate de 

sodium 8mM, MOPS 20mM, EDTA 1mM pH8. Les échantillons (20µg d’ARN totaux) sont 

dénaturés avant dépôt sur gel par une incubation de 10min à 65°C dans le tampon 

d’électrophorèse en présence de 50% formamide (v/v), 17,5% de formaldéhyde (v/v), 0,5% 

glycérol, EDTA 0,1mM, 0,025% bleu de bromophénol, 0,025% Xylène Cyanol, BET 

0,025mg.ml-1. Les ARN sont ensuite transférés par capillarité sur une membrane nylon 

Biotrans(+) chargée positivement (ICN) en présence de SSC concentré 10 fois (NaCl 1,5M, 

citrate trisodique 0,15M pH 7, Sambrook et al., 1989). Après un lavage de 5 minutes des 

membranes dans du SSC concentré 2 fois adjoint de SDS (0,1% p/v), les ARN sont fixés à la 

membrane sèche par une exposition de 1 minute à la lumière UV (254nm). La membrane est 

préhybridée 3 heures à 42°C dans le tampon d’hybridation (formamide désionisée 50%, SSC 
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concentré 5 fois, Sarkosyl 1% p/v, Dextran sulfate 10% p/v) additionné de 100µg.ml-1 d’ADN 

de sperme de saumon traité aux ultrasons et préalablement dénaturé 5 minutes à 100°C. Après 

dénaturation de 5min à 100°C, la sonde ADN radioactive est diluée dans le tampon 

d’hybridation afin d’obtenir une activité spécifique de 106cpm.ml-1. L’hybridation est réalisé 

durant 16h à 42°C sous agitation. L’excès de sonde et les hybridations aspécifiques sont 

éliminées par 2 lavages successifs de 30min à 42°C d’abord dans un tampon SSC concentré 2 

fois adjoint de SDS (0,1% p/v), puis dans un tampon SSC dilué 10 fois adjoint de SDS (0,1% 

p/v). Le signaux radioactifs sont quantifiés au phosphoimageur. Les membranes sont 

exposées 12 à 24h contre un écran BAS-MS (Fujifilm). L’écran est lu par un scanner FLA 

5000 (Fujifilm ). Les images sont analysées avec le logiciel Image Gauge version 4.0 

(Fujifilm). Les membranes sont réutilisables jusqu'à 8 fois après avoir été régénérées par un 

traitement de 10 minutes à 100°C dans du SDS 0,1% p/v.  

Les sondes d’ADN radioactives sont obtenues à partir de fragment d’ADN matrice par 

élongation d’amorces aléatoires avec le fragment Klenow de l’ADN polymérase I en présence 

de αdAT32P et αdCTP32 selon la méthode de Feinberg et Vogelstein (1983). 

Le fragment d’ADN utilisé comme sonde est dénaturé 5 minutes à 94°C, dilué à une 

concentration de 500 ng.ml-1, puis incubé 60 minutes en présence de dGTP 20µM, dTTP 

20µM, Tris 50mM, MgCl2 5mM, DTT 2mM, HEPES pH 6,6 200mM, 172 µg.ml-1 d’un 

mélange d’hexamère aléatoire, 400µg.ml-1 de BSA, αdCTP32 (3000Ci/mmol) 166 nM, 

αdATP32 (3000Ci/mmol) 166 nM, 500 U/ml d’ADN polymérase I (Proméga). Les nucléotides 

radioactifs non incorporés sont éliminés par filtration sur colonne sephadex G50 (Nick 

columns Pharmacia), le tampon TE étant utilisé comme tampon d’élution. L’activité 

spécifique de la sonde radioactive est mesurée en présence de 3ml de scintillant liquide 

(Ultima Gold, Perkin Elmer) à l’aide d’un compteur à scintillation (Tri Carb 2100 TR, 

Packard Bioscience). Les différentes sondes utilisées sont (i) une séquence partielle de 

l’ADNc du gène AtNIA1 (n° accession Gene Bank T46039) (ii) une séquence partielle 

(nucléotides 898 à 2509) de l’ADNc du gène AtNIA2 (Wilkinson et Crawford, 1993) (iii) 

l’ADNc complet d’AtNRT2.1 (Filleur et Daniel-Vedele, 1999) (iv) les GST des gènes 

AtNRT1.1, AtNRT1.2 et AtNRT1.5 présentées Tableau 2.2, (v) un fragment d’ADN de 

tournesol correspondant à l’ARN ribosomique 25S (Choumane et Heizman, 1988). 
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2.3.2.2 Puces à ADN à basse densité 

2.3.2.2.1 Dépôt sur membrane 

 

Les cibles sont générées par PCR à partir des GST clonées, à l’aide d’amorces spécifiques des 

bordures du site d’insertion des vecteurs de clonage (amorce gauche : 

TAGTAACGGCCGCCAGTGTG et amorce droite : CGCCAGTGTGATGGATATCT). Les 

amplifiats sont ensuite purifiés sur colonne Minelute (Qiagen) selon les spécifications du 

fournisseur.  

Un aliquote est dosé par spectrophotométrie avec un lecteur de microplaque Victor2 

(Perkin Elmer) en présence de picogreen (intercalant fluorescent de l’ADN double brin, 

Molecular probe) et la concentration des amplifiats est ajustée à 0,4µg.µl-1. 

Les amplifiats sont ensuite ordonnés en plaque 384 puits pour dépôt sur membrane 

Nylon N+ (Amersham) avec le robot Biogrid (Biorobotics) au laboratoire TAGC (Université 

de Luminy, Marseille). La densité des membranes est de 65 dépôt par cm2, et les dépôts sont 

ordonnés en matrice 3x3. Dans chaque matrice sont représentées 4 amplifiats différents 

(A,B,C,D) déposés en double suivant le schéma suivant : 

 

B  A  C 

A  B  C 

D  D  vide 

 

Après dépôt, les membranes sont soumises à des traitements dénaturants (2 fois dix 

minutes dans NaOH 0,5M, NaCl 1,5M) et neutralisants (2 fois 10 minutes dans NaCl 1,5M, 

Tris-HCl 0,5M pH8, EDTA 0,5mM). Les traitements sont réalisés en déposant les membranes 

sur du papier Whatmann en veillant à ce que les déplacements de liquide ne se fasse que par 

capillarité pour éviter de faire « baver » les sondes qui ne sont pas encore fixées à ce stade. 

L’ADN est fixé de manière covalente aux membranes nylon par un traitement thermique de 

2h à 80°C suivit d’un traitement aux UV de 5 minutes à 264 nm. 

Les cibles déposées sur la membrane sont les fragments d’ADN répertoriés dans les 

Tableaux 2.2 et 2.3 à l’exception des séquences T1 et T2. 
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2.3.2.2.2 Hybridation 

 

Les membranes sont préhybridées 3h sous agitation à 65°C dans du tampon Church 

(NaH2PO4 0,5M, SDS 7% p/v, EDTA 1mM pH 7,2) additionné de 100µg.ml-1 d’ADN de 

sperme de saumon traité aux ultrasons et préalablement dénaturé 5 minutes à 100°C. La sonde 

complexe radioactive est ajoutée dans le tampon (2,5x106 cpm.ml-1 de tampon) après 

dénaturation 5 minutes à 100°C et hybridée sur les membranes durant 16h à 65°C sous 

agitation. 

Les membranes sont ensuite lavées à 65°C sous agitation 2 fois 5 minutes dans du 

tampon de lavage 1 (SSC concentré 2 fois, SDS 0,1% p/v) et une fois 5 minutes dans du 

tampon de lavage 2 (SSC dilué 10 fois, SDS 0,1% p/v). La quantification du signal radioactif 

est faite au phosphoimageur. Les membrane sont exposées 12 à 24h contre un écran BAS-MS 

(Fujifilm). L’écran est lu par un scanner FLA 5000 (Fujifilm ). Les images sont analysées 

avec le logiciel Image Gauge version 4.0 (Fujifilm). 

Les membranes sont réutilisables jusqu'à 8 fois après avoir été régénérées par un 

traitement de 10 minutes à 100°C dans un tampon SDS (0,1% p/v). 

 

Les sondes complexes sont générées par transcription inverse en présence d’un 

nucléotide radiomarqué. La transcription inverse est menée 1 heure à 42°C à partir de 

0,3µg.µl-1 d’ARN totaux auxquels sont ajoutés 0,03ng.µl-1 de transcrit synthétique T2 

(voir §2.3.2.2.3), en présence de 13 U.µl-1 de reverse transcriptase (Superscript III, 

Invitrogen), 1mM de dATP, dTTP et dGTP, 5µM de dCTP non radiomarqué, 30µCi de α-
33PdCTP (3000Ci.mmol-1), 1µM d’amorces oligo dT18 (Eurobio) dans le tampon de l’enzyme 

concentré 1 fois. La réaction est ensuite arrêtée par lyse alcaline des ARN en présence de 

NaOH 0,25M, SDS (0,03% p/v) et EDTA 15mM, durant 30 minutes à 65°C suivie d’une 

neutralisation de 5 minutes à température ambiante dans  Tris-HCl 0,22M et HCl 0,13N. Les 

nucléotides radioactifs non incorporés sont éliminés par filtration sur colonne sephadex G50 

(Nick columns Pharmacia), le tampon TE étant utilisé comme tampon d’élution. L’activité 

spécifique de la sonde radioactive est mesurée en présence de 3ml de scintillant liquide 

(Ultima Gold, Perkin Elmer) à l’aide d’un compteur à scintillation (Tri Carb 2100 TR, 

Packard Bioscience). 
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2.3.2.2.3 Transcription in vitro 
 

Les fragments destinés à être transcrits in vitro sont clonés dans le vecteur 

d’expression en ovocyte de Xénope pGEMHE. 

Le plasmide pGEMHE contenant le fragment d’intérêt est purifié avec le kit QIAfilter 

Plasmid Midi puis linéarisé avec une enzyme située en aval de la séquence à transcrire avant 

d’être utilisé comme matrice pour une synthèse d’ARN polyadénylé avec le kit mMESSAGE 

mMACHINE (Ambion). Ce kit utilise une polymérase en présence d’amorces T7 

(TAATACGACTCACTATAGGGAGA) et d’un analogue de coiffe. 

2.4 Matériel végétal et techniques de cultures 

2.4.1 Matériel végétal 

 

Ecotypes sauvages Columbia (Col) et Wassilewskija (WS) 

 

Mutant atnrt1.2 : :T 

Mutant d’insertion du gène AtNRT1.2 isolé dans la banque FLAG db++ (Versailles), dérivé de 

l’écotype sauvage WS. L’insertion se situe dans le 3ème intron, à 1938pb de l’ATG. 

 

Mutant atnrt1.5 : :T 

Mutant d’insertion du gène AtNRT1.5 (At1g32450) dérivé de l’écotype sauvage Columbia. 

2.4.2 Culture en serre 

 

L’amplification des lots de graines utilisés en culture hydroponique est faite en serre. 

Les graines sont semées en barquettes plastiques sur du terreau humide et arrosées par la suite 

avec de l’eau du robinet de manière à ne pas laisser le substrat se dessécher (soit environ une 

fois par semaine, variable en fonction des saisons). Lorsque les plantes ont développé une 

rosette d’environ 3cm de diamètre, les barquettes sont entourées d’un film plastique haut 

d’environ 30 cm et non fermé sur le dessus de manière à empêcher les contaminations entre 

génotypes. 

L’arrosage est stoppé lorsque les plantes ont développé un grand nombre de siliques 

sur les hampes florales et la récolte réalisée après dessèchement complet des tissus. 



 
Elément Concentration 

KH2PO4 1mM 

MgSO4 1mM 

CaCl2 0,25mM 

KCl 50µM 

H3BO3 30µM 

MnSO4 5µM 

ZnSO4 1µM 

CuSO4 1µM 

(NH4)6Mo7O24 0,1µM 

Na-Fe-EDTA 2,5mM 

NH4NO3 1mM ou 5mM  

K2SO4 0,25mM 
 

Tableau 2.4 : Milieu HY NH4NO3. Le 
pH final est ajusté à 5,8 avec KOH 2M. 
 

 
Elément Concentration 

KH2PO4 1mM 

MgSO4 1mM 

CaCl2 0,25mM 

KCl 50µM 

H3BO3 30µM 

MnSO4 5µM 

ZnSO4 1µM 

CuSO4 1µM 

(NH4)6Mo7O24 0,1µM 

Na-Fe-EDTA 2,5mM 

KNO3 
1mM ou 5mM ou 

0mM 
 
 
Tableau 2.5 : Milieu HY NO3

-. Le pH 
final est ajusté à 5,8 avec KOH 2M. 

 
 

Elément Concentration 

NaH2PO4 1mM 

MgSO4 1mM 

CaCl2 0,25mM 

NaCl 50µM 

H3BO3 30µM 

MnSO4 5µM 

ZnSO4 1µM 

CuSO4 1µM 

(NH4)6Mo7O24 0,1µM 

Na-Fe-EDTA 2,5mM 

NH4NO3 1mM ou 5mM  

NaSO4 0,25mM 
 
Tableau 2.6 : Milieu HY NH4NO3/-K. Le pH final est ajusté à 5,8 avec NaOH 2M. 
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2.4.3 Culture hydroponique 

 

Le matériel végétal est cultivé en hydroponie selon la méthode décrite par Lejay et al. 

(1999). Le support de culture est un microtube de 1,5ml en polypropylène rempli de sable 

(préalablement lavé puis stérilisé 12h à 150°C dans un four pasteur) dont le fond a été coupé 

et remplacé par une grille inox (maille 300µm). Les microtubes sont insérés sur des disques 

en PVC, eux mêmes posés sur des plaques en polystyrène qui flottent à la surface de bassines 

de 10l remplies de milieu de culture. La taille des différents éléments est telle que la grille 

affleure à la surface du milieu de culture afin que le sable soit humidifié par capillarité. Les 

graines sont mises en suspension dans de l’eau avant d’être semées à la pipette sur le sable. 

Lorsque 5cm de racine a traversé la grille inox, les plaques en polystyrène sont remplacées 

par des plaques en PVC rigides disposées à 1cm au dessus de la surface du milieu de culture 

et reposant sur le rebord des bassines. Les plantes sont cultivées en chambre de culture sous 

les conditions suivantes : jour/nuit, 8h/16h, 21°C/23°C, 250µmol.m-2.s-1 d’intensité 

lumineuse, 70% d’humidité relative. Les  plantes sont cultivées sur de l’eau du robinet la 

première semaine puis sur solution nutritive. La solution est remplacée 1 fois par semaine 

puis tous les deux jours une semaine avant expérience. La composition des solutions 

nutritives est indiquée dans les Tableaux 2.4, 2.5 et 2.6. 

2.5 Mesure de paramètres physiologiques 

2.5.1 Dosage d’ions 

2.5.1.1 Dosage de NO3
-  

 

Lors de la récolte les racines sont rincées 1 minute dans CaSO4 0,1mM avant d’être 

mises à sécher pendant 48h dans une étuve à 60°C. Les ions sont extraits en présence d’eau 

24h à température ambiante (0,1ml.mg-1MS). 

La concentration en NO3
- des solutions est mesurée à l’aide d’une chaîne analytique à 

flux continu (Bran et Lübbe). Le NO3
- de l’échantillon est réduit en NO2

- sur une colonne de 

cadmium. Le NO2
- formé est ensuite transformé en un complexe coloré, en présence de 

sulfanilamide et de NNEDD (N-Naphtyl Ethylène Diamine Dichlorure). La mesure de 

l’absorbance à 540nm de ce composé permet de doser la teneur en NO3
- initiale de 

l’échantillon par comparaison avec une gamme étalon. 
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2.5.1.2 Dosage multi-anionique 

 

L’analyse est effectuée par chromatographie anionique grâce au chromatographe 

Dionex ICS-2500 piloté par un ordinateur équipé du logiciel Chroméléon (Dionex version 

6.50). L’appareil permet de séparer les anions organiques et minéraux d’un extrait liquide sur 

la base de leur temps de rétention différentiel sur une colonne échangeuse d’anions traversée 

par un gradient de NaOH, puis de les doser individuellement en mesurant la conductance des 

fractions résultantes de la purification. 

 

Les extraits sont purifiés sur une membrane d’acétate de cellulose (filtres Nalgene, 

porosité 0,45µm) afin d’éliminer les débris puis sur une pré-colonne échangeuse d’anions 

(ATC-3, Dionex) afin d’y fixer les contaminants. Les anions de 25µl de chaque échantillon 

sont concentrés sur une colonne échangeuse d’anions (AG11, Dionex). Les anions sont 

ensuite séparés sur une colonne échangeuse d’anions (AS11, Dionex) en présence d’un 

gradient de soude. Chaque anion est caractérisé par un temps de rétention spécifique sur la 

colonne. Après séparation, les anions passent par un suppresseur (SRS, Dionex) dont la 

fonction est d’éliminer les ions OH- du gradient de soude qui interféreraient lors du dosage 

par conductimétrie. Les concentrations des différents éléments sont ensuite calculées par 

comparaison avec une courbe étalon. 

2.5.2 Absorption de 15NO3
- 

2.5.2.1 Marquages 15N 

 

Les mesures sont réalisées sur des plantes cultivées en hydroponie. Les racines de plantes 

intactes sont successivement rincées 1 minute dans CaSO4 0,1mM,  placées 5 minutes sur une 

solution nutritive complète dont le NO3
- est enrichi en 15N, puis lavée 1 minute dans CaSO4 

0,1mM. Les racines et les feuilles sont récoltées séparément et séchées 48h à 60°C pour 

analyse. L’excès isotopique de la source (15NO3
- de la solution) varie en fonction du temps de 

marquage : 20% pour les marquages « long » (de 20 à 180 minutes), et 99% pour les 

marquages « courts » (5 minutes).  Lors de marquages de 5 minutes, la quantité totale de 15N 

incorporée dans la plante est représentative de l’influx unidirectionnel de 15NO3
-, l’efflux étant 

négligeable (Clarkson, 1986). Lorsque le marquage est effectué en temps long, la quantité de 
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15N incorporée est représentative de l’absorption nette de NO3
-, qui est le bilan des flux 

unidirectionnels entrant et sortant.   

2.5.2.2 Mesure de l’abondance isotopique d’un échantillon 

2.5.2.2.1 15N total 

 

L’azote a deux isotopes stables : le 14N, le plus abondant qui a 7 neutrons, et le 15N qui 

représente environ 0,3% de l’azote terrestre et qui a 8 neutrons.  

La teneur en N total des échantillons et son abondance isotopique en 15N sont 

mesurées simultanément par spectrométrie de masse à flux continu. Une masse connue de 

matière sèche est déposée dans une cupule en étain, et injectée dans un analyseur C/N 

(Roboprep CN, Europa Scientific). Après combustion à 1000°C en présence de Cr2O3 et CuO, 

les molécules de gaz issues de l’échantillon (principalement H2O, CO2, N2 et NOx) sont 

transportés par un flux de d’hélium vers un four de réduction ou les oxydes d’azote sont 

réduits en N2 en présence de Cu à 570°C (réaction de Dumas). H2O et CO2 sont ensuite 

respectivement piégés par des colonnes de perchlorate de magnésium et de Carbosorb en 

série. Une partie du flux d’hélium contenant le N2 provenant de l’échantillon est alors injectée 

dans un spectromètre de masse (Tracermass, Europa Scientific) dans lequel les différentes 

molécules 14N-14N 14N-15N et 15N-15N, de rapport de masse/charge (m/z) respectifs 28, 29, 30, 

sont séparées et les quantités analysées. La quantité de N total de l’échantillon est donnée par 

la somme des quantités des 3 formes isotopiques. L’abondance isotopique en 15N (A%) est 

calculée selon la formule : 

 

             [15N] x 100                S30+(S29/2) 
A% = ___________________     =   ______________________   x 100 
           [14N] + [15N]           S28 + S29 + S30 

 

où S28, S29 et S30 sont les intensités des signaux respectivement recueillis aux m/z 28, 29 et 

30. 

 

L’enrichissement isotopique en 15N est caractérisé par un excès isotopique (E%), 

calculé par la différence entre l’abondance isotopique de l’échantillon (A%) et l’abondance 

isotopique naturelle (A% nat). L’abondance naturelle (voisine de 0,367%) est mesurée sur des 

tissus végétaux récoltés avant l’apport de l’isotope lourd. 
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2.5.2.2.2 15NO3
- 

 

Abondance isotopique de 15N : 

L’abondance isotopique en 15N de NO3
- est déterminée après transformation en NO 

suivant la méthode décrite par Prosser et al., (1993). Après mesure de la teneur en NO3
- des 

échantillons, un aliquote de solution contenant 60µg de NO3
- est évaporé puis mis en présence 

de 1ml H2SO4 18N et 0,1ml Hg dans un tube à vis de 13ml. Le tube est ensuite fermé par un 

bouchon à septum caoutchouté, et l’air éliminé par un balayage à l’hélium. La réaction de 

volatilisation du NO3
- en NO est réalisée en plongeant le tube dans une cuve à ultra sons 

Branson 3200 pendant 90 à 120 minutes. Dans ces conditions, la réaction est spécifique de 

NO3
-, les formes réduites de N n’étant pas volatilisées (Volk et al., 1979, Prosser et al., 1993). 

Les tubes sont positionnés dans un passeur d’échantillons (Gilson 222) pour l’injection 

automatique du NO formé dans le flux de He traversant le spectrophotomètre de masse. Les 

molécules 14N-16O, 15N-16O et 14N-17O sont analysées aux m/z 30 et 31, et l’abondance 

isotopique en 15N est calculée par la formule : 

 

                S31 
A% = _____________ x 100 – Anat17O 
            S30+S31 
 
où Anat17O est l’abondance isotopique naturelle de 17O. 

 

Dilution isotopique de 15NO3
- : 

Les quantités de NO3
- de nos échantillons étaient très faibles, aussi nous avons 

effectué des dilutions isotopiques avant de mesurer l’abondance isotopique. Cela consiste à 

ajouter une quantité connue de NO3
- non marqué (Qexogène). L’abondance isotopique en NO3

- 

de l’échantillon est calculée à partir de l’abondance isotopique mesurée suivant la formule 

suivante : 

 

           (Qéchantillon + Qexogène) x A%)-(Anat x Qexogène) 
A% = ________________________________________________________ 

                                      Qéchantillon  
 
avec Qéchantillon la quantité de NO3

-  contenue dans l’aliquote dosé de l’échantillon. 
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2.5.3 Absorption de 35S et 33P 

 

Les expériences d’absorption de sulfate et phosphate radiomarqués (35S et 33P) ont été 

réalisées sur le même principe que celles destinées à mesurer les absorptions de NO3
- marqué 

(§2.5.2.1) avec des précautions de confinement et de protection adaptées. Les racines de 

plantes intactes sont successivement rincées 1 fois dans CaSO4 0,1mM, incubées 5 minutes 

dans le milieu de marquage (HY 5mM NH4NO3
- dont le PO4

- ou le SO4
- est marqué à hauteur 

de 2,11x1011 dpm.mol-1 ou 7,24x1011 dpm.mol-1 respectivement), puis rincées deux fois dans 

CaSO4 0,1mM. Racines et parties aériennes sont ensuite récoltées, séchées à l’étuve et les 

ions libres extraits. 

 

La radioactivité (A) en dpm d’un aliquote des extraits d’ions libres est comptée en 

présence de 3ml de liquide scintillant (Ultima Gold, Perkin Elmer) dans des pilluliers de 6ml 

(Pico Prias Vial, Packard Bioscience) avec un compteur à scintillation (Tri Carb 2100 TR, 

Packard). La quantité (Q) en nmol de PO4
2- ou SO4

2- absorbée au cours de l’expérience est 

ensuite calculée suivant la formule :  

 

                  Va             1              1 
Q = (A x  ______) x ___________ x _______ 
                   Ve      2,22x106       M 

 

avec M l’activité de la source de PO4
2- ou SO4

2-, Va le volume de l’aliquote compté, Ve le 

volume d’extraction des ions libres, pour 1µCi = 2,22x106 dpm. 

2.5.4 Mesure de transpiration 

 

Les mesures sont faites sur des plantes de 6 semaines cultivées en hydroponie. La 

méthode (dite du « potomètre ») consiste à mesurer la perte de poids d’un système contenant 

une plante alimentée par du milieu de culture. Un microtube de culture contenant une plante 

est inséré dans le couvercle d’un pot à urine préalablement percé à l’emporte pièce. 

L’étanchéité avec le couvercle est assuré grâce à une bande de mastic silicone. Les couvercles 

sont vissés sur un pot à urine contenant du milieu de culture. L’étanchéité entre le pot et le 

couvercle est assurée avec une bande de parafilm. Chaque système est pesé toutes les deux 

heures. Les pertes de poids résultent essentiellement de la quantité d’eau transpirée par la 
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plante, les pertes dues à l’évaporation (mesurée avec des dispositifs sans plante) étant 

négligeable. 

Après chaque mesure, les rosettes sont récoltées, les feuilles individualisées et les 

surfaces mesurée par analyse d’image avec les logiciels PhotoshopPro version 6.0 et Optimas 

version 6.1. Les flux de transpiration sont rapportés à la surface des parties aériennes des 

plantes sur lesquels ils ont été mesurés. 

2.5.5 Récolte de sève 

 

Les plantes cultivées en hydroponie sont sorties du dispositif de culture de culture 1 semaine 

avant expérience et maintenues à la surface du milieu de culture sur un flotteur de 

polystyrène. 

Les racines sont maintenues dans du milieu de culture tout au long des différentes étapes. 

La plante est décapitée, l’extrémité de la racine insérée dans un capillaire en PTFE. 

 

Dans le cas d’une exsudation sous pression, l’assemblage racine-capillaire est passé à travers 

l’obturateur de la chambre à pression (Figure 2.4), et un joint d’étanchéité est réalisé par 

injection de polyvinylsiloxane (élastomère de basse viscosité, President Light, Coltene). Ce 

système est surmonté d’une rondelle de métal dont l’adhérence est assuré par l’élastomère. 

Lorsque l’élastomère est devenu solide mais non rigide, le tout est inséré dans la chambre à 

pression et maintenu par un écrou au centre du couvercle de la bombe à pression. Un tube 

rempli de milieu de culture est installé dans la chambre afin de maintenir la racine immergée. 

Après serrage des différents éléments de la chambre afin d’assurer l’étanchéité du dispositif, 

le capillaire est enduit de lanoline puis raccordé à un cône plastique modifié qui sert de 

réceptacle à la sève. L’exsudation forcée est provoquée en imposant une pression de 3,5 Atm 

à l’intérieur de la chambre pendant 40 minutes environ.  

Dans le cas de la récolte par exsudation spontanée, la zone de jonction racine-capillaire en 

PTFE est insérée dans une section de tube en plastique de 1 cm de diamètre, qui est rempli 

d’élastomère afin de rendre la jonction étanche. Le capillaire de PTFE est raccordé à un cône 

plastique modifié qui sert de réceptacle à la sève. Le temps d’exsudation est d’environ 3 

heures. 

La racine est récoltée et son poids de matière sèche est mesuré. Si un marquage 15N ou 

un dosage de NO3
- est réalisé parallèlement à la récolte de sève, la racine est rincée dans du 

CaSO4 0,1mM pendant 1 minute. 
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3 Chapitre III 

 

ETUDE TRANSCRIPTOMIQUE DE L’EXPRESSION DES GENES DE LA 
FAMILLE PTR 

 

 

3.1 Introduction 
 

La famille PTR d’A. thaliana regroupe un grand nombre de transporteurs putatifs, dont 

seulement 5 ont été caractérisés du point de vue fonctionnel (voir Chapitre 1). Trois d’entre 

eux (AtNRT1.1, AtNRT1.2 et AtNRT1.4) sont considérés comme des transporteurs de NO3
- 

sur la base (i) d’une activité de transport observée en ovocyte de Xénope (Tsay et al., 1993, 

Huang et al., 1999, Chiu et al., 2004) et (ii) d’un phénotype in planta, associé à une altération 

d’un transport de NO3
- chez un mutant KO (Tsay et al., 1993, Chiu et al., 2004) ou des 

lignées antisens (Huang et al., 1999). Aucune donnée fonctionnelle n’a encore été publiée sur 

la grande majorité des gènes PTR d’Arabidopsis, laissant ouverte l’hypothèse qu’un certain 

nombre d’entre eux puisse coder des transporteurs de NO3
-, non encore identifiés. 

Le but du travail décrit dans ce chapitre a tout d’abord été de développer un outil de 

type membrane basse densité dédiée, permettant de conduire des études d’expression sur 

l’ensemble des gènes PTR d’Arabidopsis. Cet outil a ensuite été utilisé pour caractériser la 

localisation de l’expression de ces gènes dans la plante, et la régulation de l’accumulation de 

leurs transcrits par différents traitements déjà connus pour gouverner l’expression de 

transporteurs de NO3
- ou NH4

+ (carence en N, ré-alimentation avec NO3
-, lumière/obscurité, 

apport exogène de sucres). 

La réalisation de ce travail a largement fait appel à l’analyse bioinformatique. En effet, 

le contour exact de la famille PTR d’Arabidopsis était loin d’être clair au début de ce projet. Il 

a donc fallu procéder à une identification de ses différents membres à partir des données 

disponibles dans les banques de données. La détermination de la structure de la famille PTR 

chez Arabidopsis, qui regroupe 51 gènes, sera donc présentée dans la première partie de ce 

chapitre. Un tel effectif justifiait pleinement l’élaboration d’une membrane de type basse 

densité pour aborder les études d’expression systématiques. Néanmoins, la forte homologie 
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détectée entre de nombreux membres de la famille PTR a imposé le choix de la technologie 

GST (Gene Sequence Tag) pour limiter au maximum les problèmes d’hybridation 

aspécifique, fréquemment rencontrés avec les premières générations de puces EST. Ainsi, la 

seconde étape du travail a consisté à élaborer ces GSTs (détermination de leur séquence, 

clonage, amplification, purification), avant de réaliser le dépôt des séquences correspondantes 

sur membrane de nylon. 

L’utilisation de la membrane basse densité ainsi obtenue a enfin nécessité la mise au 

point de protocoles d’utilisation, dont la partie la plus délicate a correspondu à la validation 

d’une méthode originale de normalisation des données. C’est un problème central des 

approches transcriptomiques basées sur les puces ADN (Schuchhardt et al., 2000, 

Wolkenhauer et al., 2002). La plupart des méthodes de normalisation sont basées sur le 

principe d’invariance du signal total, qui postule que la grande majorité des transcrits présents 

dans un échantillon ne voient pas leur abondance changer d’un traitement à l’autre (Schaffer 

et al., 2001, Wang et al., 2000, Yazaki et al., 2000). Cette méthode n’est pas applicable dans 

notre cas, car l’hypothèse d’invariance du signal total ne peut être raisonnablement formulée 

pour une cinquantaine de gènes seulement. Les normalisations portant sur un effectif restreint 

de gènes s’appuient généralement sur un ou plusieurs gènes dits « de ménage » (Reymond et 

al., 2000, Seki et al., 2001, Ledger et al., 2004), dont l’expression est supposée constitutive. 

Cette dernière condition est en fait rarement remplie (Brunner et al., 2004), ce qui conduit à 

remettre fortement en cause ce type de procédure de normalisation. Compte tenu de ces 

difficultés, nous avons opté pour le principe d’étalonnage interne à l’aide d’un transcrit 

synthétique (Eickhoff et al., 1999, Holstege et al., 1998, Wang et al., 2000, van de Peppel et 

al., 2003). Celui-ci est ajouté en quantité connue aux échantillons d’ARN de plante avant 

transcription inverse, ce qui permet théoriquement de normaliser de manière rigoureuse les 

données quantitatives obtenues sur différents échantillons. 

Nous avons enfin été confrontés au problème de la variabilité d’efficacité de la 

production des ADNc retro-transcrits utilisés pour l’hybridation sur la membrane. En effet, la 

nécessité d’utiliser des séquences spécifiques pour chacun des gènes PTR a parfois imposé de 

choisir des GSTs situées largement en amont de l’extrémité 3’ du transcrit. Dans ce cas, 

l’intensité du signal d’hybridation obtenu avec la GST dépend beaucoup de la synthèse 

d’ADNc de longueur suffisante. Une normalisation supplémentaire s’impose donc pour 

corriger les variations éventuelles de la taille moyenne des ADNc produits à partir 

d’échantillons différents. Bien qu’aucune étude portant sur ce sujet n’ait à notre connaissance 



Nom usuel n°AGI n°accession
AtNRT1.1(CHL1) At1g12110 TC261228

 At1g18880 TC272131
 At1g22540 TC255446
 At1g22550 TC264343
 At1g22570 TC270273
 At1g27040 TC263230
 At1g27080 TC260902
 At1g32450 TC252687
 At1g33440 TC258825
 At1g52190 TC252289
 At1g59740 TC254533
 At1g62200 TC265373
 At1g68570 TC253917

AtNRT1.2(NTL1) At1g69850 TC262237
 At1g69860 TC260532
 At1g69870 TC252706
 At1g72120 TC274356
 At1g72130 TC254188
 At1g72140 TC266389
 At2g02020 TC278448

AtPTR2B At2g02040 TC252180
AtNRT1.4(NTP2) At2g26690 TC261568

 At2g37900 T8P21.19
 At2g38100 TC270469
 At2g40460 TC264391

At3g01350 TC270251
At3g16180 TC273027

AtNRT1.3 At3g21670 TC271057
At3g25260 TC273869
At3g25280 TC260821
At3g45650 TC273585
At3g45660 TC260551
At3g45680 TC276492
At3g45690 TC268867
At3g45700 TC275774
At3g45710 TC276404
At3g45720 TC279797
At3g47960 TC251784
At3g53960 TC257954

AtPTR1 At3g54140 TC252193
At4g21680 TC263007
At5g01180 TC266413
At5g11570 TC260535
At5g13400 TC272247
At5g14940 TC259146
At5g19640 T29J13.60
At5g28470 F24J2.10
At5g46040 TC267421
At5g46050 TC256103
At5g62680 TC253374
At5g62730 TC277595

Tableau 3.1 : Liste des membres de la famille PTR chez Arabidopsis thaliana 
identifiés par homologie de séquence avec AtNRT1.1. Les numéros d’accession 
AtGI correspondent à la version 12.1 de la banque de contigs d’EST de TIGR, les 
autres sont répertoriés dans la version 5.0 de la banque d’annotations de TIGR. 
AtGI : Arabidopsis thaliana Gene Index, TC : Tentative Consensus, AGI : Arabidopsis 
Genome Initiative. 
 
 

 
 
 
Figure 3.1 : Arbre 
de la famille PTR 
chez Arabidopsis 
thaliana. 
Les séquences 
protéiques des 
annotations les 
plus probables ont 
été alignées avec 
le logiciel 
CLUSTAL W 
version 1.83. Les 
matrices des 
distances sont 
visualisées sous 
forme d ’un arbre 
grâce au logiciel 
Treeview version 
1.6.6. 
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été publiée, nous avons été amenés à proposer une procédure originale pour tenter de nous 

affranchir de ce problème. 

Enfin, la dernière partie de ce chapitre est consacrée à l’analyse des profils 

d’expression obtenus pour certains gènes de la famille PTR, dans les conditions qui nous ont 

permis de sélectionner les gènes candidats qui ont été étudiés plus en détail dans la suite du 

travail. 

3.2 Identification in silico des membres de la famille PTR 

chez Arabidopsis thaliana 
 

Nous avons entrepris en novembre 2001 une recherche in silico ayant pour but 

d’identifier les gènes appartenant à la famille PTR chez Arabidopsis. La méthode employée a 

consisté à aligner la séquence protéique prédite d’AtNRT1.1 avec les séquences disponibles 

dans les banques NCBI. Ceci a permis d’identifier 148 séquences protéiques homologues 

d’AtNRT1.1, qui ont pu être regroupées en 70 annotations différentes (données non 

montrées). Une analyse plus poussée de ces 70 annotations a révélé qu’elles correspondaient 

en fait à 52 protéines différentes, qui ont pu être associées, au fur et à mesure de l’avancée de 

l’annotation du génome, à 52 loci physiques différents. 

L’étape suivante a consisté à rechercher l’annotation la plus probable pour chacun des 

loci identifiés. Lors de ce travail, une des annotations a été retirée des banques de données 

(At3g54450), réduisant l’effectif de la famille à 51 membres. Nous avons ensuite confronté 

les différentes annotations avec les données expérimentales d’expression, grâce notamment à 

la banque de contigs d’ESTs mise en place sur le site de TIGR. L’ensemble de ce travail a été 

réactualisé en fonction des informations disponibles au 8 octobre 2004 dans la version 12.1 de 

la banque de contigs de TIGR (ftp://ftp.tigr.org/pub/data/tgi/Arabidopsis_thaliana/). Les 

données présentées correspondent à cette version réactualisée de l’analyse. La liste des 

différents gènes de la famille PTR d’Arabidopsis ainsi que les numéros d’accession des 

contigs correspondants sont présentés dans le Tableau 3.1. 

 

Les séquences des 51 protéines correspondant aux annotations les plus probables ont été 

alignées, ce qui a permis de générer un arbre de la famille (Figure 3.1). Ces résultats montrent 

qu’il est difficile d’établir une classification univoque des protéines PTR en sous-groupes 

clairement distincts en terme d’homologie de séquence. Seul le groupe indiqué A est 



 
Figure 3.2 : Structure de l’homologie dans la famille PTR. 
Les domaines PTR des protéines (banque de donnée PFAM) ont été alignés. En 
traits épais les séquences de protéines dont l’activité de transport a été démontrée. 
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suffisamment distant de tout le reste de la famille pour être individualisé. Ce groupe est de 

plus remarquable par le fait qu’il contient 7 PTR contigus, très homologues entre eux (voir 

§3.4) et localisés sur le chromosome 3. La structure relativement diffuse de l’homologie sur le 

reste de l’arbre rendrait la définition d’autres sous groupes très spéculative. Par contre, 

l’existence de sous-groupes fonctionnels en terme de spécificité de substrat pourrait être 

suggérée par les éléments suivants : 

2 des 3 transporteurs de NO3
- identifiés (AtNRT1.1 et AtNRT1.4) semblent appartenir à 

une même clade contenant également AtNRT1.3 (groupe C). 

les deux transporteurs de peptides AtPTR1 et AtPTR2B, partagent une ramification de 

l’arborescence avec 3 autres protéines (groupe B). 

 

Le groupe comprenant AtNRT1.2 est proche, mais distinct des 2 autres PTR 

caractérisés en tant que transporteurs de NO3
-. En l’état actuel des connaissances, l’existence 

d’autres groupes fonctionnels n’est pas à exclure. 

3.3 Identification in silico des membres de la famille PTR 

chez tous les êtres vivants 
 

La famille PTR n’est pas restreinte à Arabidopsis thaliana ou aux plantes. On trouve 

également des membres de cette famille chez tous les êtres vivants étudiés. La banque de 

données PFAM (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) met à disposition les séquences 

protéiques de divers organismes ayant été identifiées comme appartenant à une même famille 

sur la base de la présence d’un domaine spécifique à cette famille. Dans le cas de la famille 

PTR, deux motifs distincts caractérisent le domaine PTR : 

 

Motif 1 : [GA]-[GAS]-[LIVMFYWA]-[LIVM]-[GAS]-D-x-[LIVMFYWT]- 

[LIVMFYW]-G-x(3)-[TAV]-[IV]-x(3)-[GSTAV]-x-[LIVMF]-x(3)- [GA] 

 

Motif 2 : [FYT]-x(2)-[LMFY]-[FYV]-[LIVMFYWA]-x-[IVG]-N-[LIVMAG]-G- 

[GSA]-[LIMF] 

 

La recherche dans PFAM de l’ensemble des protéines contenant ces motifs nous a 

permis de construire un arbre basé sur le domaine PTR (Figure 3.2). Deux aspects intéressants 
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émergent de son analyse. Premièrement, les domaines PTR des protéines de plantes divergent 

notablement de ceux retrouvés chez les animaux, levure et champignons, ou procaryotes. 

Deuxièmement, la diversité des protéines PTR semble considérablement plus importante chez 

les plantes. En effet, en plus des protéines identifiées chez Arabidopsis, 62 motifs PTR 

différents sont retrouvés chez le riz, alors que le séquençage du génome de cette espèce n’est 

que partiel, contre seulement 14 chez l’homme, 14 chez la drosophile et 1 seul chez la levure. 

On retrouve dans la partie « plante » de l’arbre les mêmes groupes A, B (transporteurs 

de peptides), C (transporteurs de NO3
-), D E, F, G et H proposés chez Arabidopsis thaliana 

enrichis de séquences issues d’un grand nombre d’espèces et plus particulièrement du riz. 

Seuls deux exemples viennent à l’encontre de l’hypothèse de sous groupes fonctionnels dans 

la famille PTR (OsNRT1, transporteur de NO3
- se situant dans le groupe des transporteurs de 

peptides et AgDCAT1, transporteur de dicarboxylates se situant dans le groupe des 

transporteurs de NO3
-). En l’absence de plus de données fonctionnelles, aucune conclusion 

définitive ne peut être tirée. 

3.4 Définition et production des GST des gènes PTR 

d’Arabidopsis 
 

Une difficulté avérée des études d’expression sur les familles multigéniques au moyen 

de puces à ADN est l’existence d’hybridations aspécifiques due à une trop forte homologie 

entre différents membres de la famille. Pour caractériser de manière précise ce risque 

potentiel dans le cas de la famille PTR, nous avons réalisé une analyse détaillée de l’ensemble 

des identités locales au sein de cette famille. Des travaux antérieurs réalisés sur la très grande 

famille P450 chez Arabidopsis suggèrent que d’une manière générale, le risque 

d’hybridations croisées devient faible lorsque le degré global d’identité de séquence entre 2 

transcrits est inférieur à 80%, et que ce risque devient pratiquement nul lorsque ce degré 

d’identité chute en dessous de 70% (Xu et al., 2001). Néanmoins, des couples de gènes 

échappent à cette règle, dans la mesure où une hybridation croisée significative est observée 

alors que leur faible degré d’identité globale prédit le contraire. Dans ces cas, le problème 

s’explique par l’existence d’homologies locales très fortes (sur des zones de 150pb ou moins), 

suffisantes pour générer une hybridation malgré la divergence de séquence des autres portions 

des transcrits (Evertsz et al., 2001, Xu et al., 2001). De manière remarquable, il est démontré 

qu’une identité totale de séquence sur une portion aussi réduite que 20pb suffit à engendrer 



Transcrit 

Taux 
d'homologie 
maximum 

avec un autre 
transcrit 

Transcrit le 
plus 

homologue 

AtNRT1.1 68,4% AtNRT1.4 
At1g18880 75,2% At5g62680 
At1g22540 78,8% At1g72130 
At1g22550 89,2% At1g22570 
At1g22570 89,2% At1g22550 
At1g27040 82,0% AtNRT1.2 
At1g27080 78,4% At1g69870 
At1g32450 77,2% At4g21680 
At1g33440 75,6% At1g59740 
At1g52190 82,8% At3g16180 
At1g59740 75,6% At1g33440 
At1g62200 85,2% At2g02020 
At1g68570 68,0% At5g46040 
AtNRT1.2 82,0% At1g27040 
At1g69860 67,6% At1g69870 
At1g69870 78,4% At1g27080 
At1g72120 77,6% At1g22570 
At1g72130 79,6% At1g72140 
At1g72140 79,6% At1g72130 
At2g02020 85,2% At1g62200 
AtPTR2B 83,2% At2g02020 
AtNRT1.4 69,2% AtNRT1.3 
At2g37900 86,8% At3g53960 
At2g38100 65,2% At5g46040 
At2g40460 68,0% At5g46050 
At3g01350 92,4% At5g14940 
At3g16180 82,8% At1g52190 
AtNRT1.3 69,2% AtNRT1.4 
At3g25260 81,6% At3g25280 
At3g25280 81,6% At3g25260 
At3g45650 95,6% At3g45660 
At3g45660 95,6% At3g45650 
At3g45680 93,2% At3g45690 
At3g45690 93,2% At3g45680 
At3g45700 93,2% At3g45710 
At3g45710 93,2% At3g45700 
At3g45720 88,0% At3g45680 
At3g47960 86,0% At5g62680 
At3g53960 86,8% At2g37900 

AtPTR1 77,6% At5g01180 
At4g21680 77,2% At1g32450 
At5g01180 77,6% AtPTR1 
At5g11570 65,2% At3g16180 
At5g13400 68,4% AtNRT1.4 
At5g14940 92,4% At3g01350 
At5g19640 76,8% At1g32450 
At5g28470 67,2% At1g27080 
At5g46040 90,4% At5g46050 
At5g46050 90,4% At5g46040 
At5g62680 86,0% At3g47960 
At5g62730 74,8% At1g27040 
 
Tableau 3.2 : Taux d’homologie 
locale maximale avec un autre 
transcrit. 
 

 
Tableau 3.3 : Caractéristiques des 
GST définies pour les gènes de la 
famille PTR. 

Position de 
la GST 

Homologie des GST 
avec un autre transcit Transcrit 

début fin 

Longueur 
de la 

Taux 
maximum 

d'homologie
Transcrit 

AtNRT1.1 46 272 226 56% At5g13400
At1g18880 1404 1633 229 66% At3g47960
At1g22540 35 280 245 65% At1g72140
At1g22550 165 444 279 84% At1g22570
At1g22570 601 889 288 72% At1g22550
At1g32450 1685 1957 272 63% At4g21680
At1g33440 6 277 271 69% At1g59740
At1g52190 768 1048 280 79% At3g16180
At1g59740 1721 1997 276 58% At1g52190
At1g62200 1557 1825 268 68% At2g02020
At1g68570 162 447 285 61% At1g69870
AtNRT1.2 1580 1855 275 61% At3g21670
At1g69860 1465 1726 261 66% At1g69870
At1g69870 56 290 234 30% At1g22550
At1g72140 35 264 229 61% At1g22550
At2g02020 1717 2035 318 72% At1g62200
AtPTR2B 942 1232 290 63% At1g62200

At2g37900 1016 1305 289 77% At3g53960
At2g40460 1556 1820 264 61% At5g46040
At3g16180 1782 2010 228 57% At5g13400
AtNRT1.3 97 371 274 56% At3g25260
At3g25260 123 410 287 59% At1g59740
At3g25280 1603 1823 220 68% At3g25260
At3g45650 984 1210 226 77% At3g45660
At3g45660 487 721 234 78% At3g45650
At3g45700 85 387 302 87% At3g45710
At3g45710 612 906 294 73% At3g45650
At3g47960 68 298 230 66% At5g62680
At3g53960 732 964 232 59% At1g68570

AtPTR1 2172 2479 307 63% At1g62200
At4g21680 1780 2029 249 61% At1g32450
At5g01180 15 293 278 70% AtPTR1 
At5g11570 80 262 182 64% At1g52190
At5g13400 1485 1720 235 61% At1g22540
At5g14940 51 319 268 56% AtNRT1.2
At5g28470 852 1093 241 60% At1g69870
At5g46040 1653 1922 269 81% At5g46050
At5g46050 1398 1691 293 77% At5g46040
At5g62680 1686 1931 245 63% At3g47960
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une hybridation aspécifique significative (Kane et al., 2000). Pour tenir compte de ces 

aspects, l’analyse réalisée sur la famille PTR ne s’est donc pas limitée à une comparaison 

globale de séquence, mais a consisté à identifier toutes les homologies locales susceptibles de 

perturber l’analyse d’expression au moyen d’une membrane basse densité. Dans ce but, les 

séquences prédites de tous les transcrits des gènes PTR ont été découpées in silico en 

fragments recouvrants de 250 pb. Par exemple le transcrit AtNRT1.1, d’une longueur de 2130 

pb, a ainsi généré 1881 fragments virtuels de 250 pb, le premier de la base 1 à la base 250, le 

deuxième de la base 2 à la base 251, jusqu’au dernier de la base 1881 à la base 2130. Tous les 

fragments virtuels issus de tous les transcrits ont ensuite été comparés avec chacun des 

transcrits (à l’exception de celui ayant généré les fragments considérés). Ceci a représenté 

plus de 2 millions de comparaisons individuelles, parmi lesquelles le meilleur alignement 

entre un fragment virtuel de 250pb et un transcrit a été retenu. Les résultats de cette analyse 

montrent que pour la quasi-totalité d’entre eux, les transcrits PTR présentent une identité 

locale de séquence (sur 250 bp) supérieure à 75% avec un autre transcrit de la même famille 

(Tableau 3.2). Le taux maximal d’identité locale n’est inférieur à 70% que pour 9 transcrits, et 

est supérieur à 90% pour 10 autres transcrits. Ces données démontrent que l’utilisation 

d’ADNc pleine longueur, ou même d’EST, comme cibles1 nucléotidique conduira 

inévitablement à des hybridations croisées de grande ampleur entre ces cibles et différents 

ADNc des transcrits PTR, rendant impossible toute détermination fiable des niveaux 

d’expression des gènes correspondants. 

Pour pallier à ce problème, une nouvelle analyse in silico a été conduite pour identifier 

les zones les plus spécifiques de chaque transcrit, en vue de générer des GST. La méthode a 

consisté a aligner toutes les séquences des transcrits PTR avec l’ensemble des séquences 

disponibles sur le site de NCBI. Les zones des transcrits avec le plus faible score d’identité de 

séquence ont été retenues comme GST, après vérification qu’elles ne présentaient pas plus de 

70% d’identité avec aucune autre séquence du génome d’Arabidopsis (dont celles de la 

famille PTR). Il a été également vérifié qu’il n’existait pas, au sein de ces GST, de portion de 

plus de 20 paires de bases identiques à 100% à toute autre séquence du génome. Après 

homogénéisation de la taille, cette méthode nous a amené à définir et à cloner des GST 

d’environ 300 paires de bases pour 39 gènes PTR (Tableau 3.3). Trois gènes (At3g45680, 
                                                 

1 La convention adoptée pour le manuscrit ( §2.3.2) amène à nommer dans le 

cas des puces à ADN « cible » les fragments d’ADN fixés sur la membrane et 

« sonde » (dite complexe) les ARN rétro-transcrits hybridés. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.3 : Structure générale de la membrane basse densité. 
Image d’une membrane basse densité hybridée avec une sonde issue d’ARN de 
racines. Les dépôts sont organisés en matrices 3x3. Chaque matrice contient 3 GST 
(indiquées A, B et C) différentes déposées en double. La neuvième position ne reçoit 
pas d’ADN et est utilisée pour mesurer le bruit de fond local. La membrane dédiée à 
la famille PTR contient 21 matrices disposées sur 4 lignes et 7 colonnes. 
 

___________________________________________________________________________ 

 

Figure 3.4 : Effet de la position de la GST sur le signal d’hybridation. 
Les données ont été générées à partir de l’hybridation successive d’une même 
membrane avec 4 sondes complexes différentes. En abscisse, distance séparant la 
GST de l’extrémité 3’ du transcrit. En ordonnée, Sr (signal brut débarrassé du bruit 
de fond local). 

 1     2    3     4    5    6    7

1 

2 
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4 

A  B  C
B  A  C
D D 
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At5g45690, At5g45720) ont été écartés car il était impossible de définir pour eux une GST 

présentant un minimum de spécificité (taux d’identité avec une séquence d’un autre PTR > 

90%). Le gène At1g72120 a été également écarté car il est constitué de la répétition de 2 

motifs PTR quasiment identiques, cette caractéristique ne permettant pas non plus d’isoler une 

zone de moindre homologie. Sept autres gènes ont enfin été exclus de nos analyses car nous 

n’avons pas réussi à amplifier et cloner les GST définies in silico. La comparaison des 

Tableaux 3.2 et 3.3 démontre l’intérêt de l’utilisation de GST pour les études d’expression au 

sein de la famille PTR. Le taux maximum d’identité locale calculée en considérant les 

séquences complètes des ADNc (Tableau 3.2) est en effet nettement plus élevé que celui 

obtenu avec les GST (Tableau 3.3). La trop forte homologie de certains des gènes PTR (en 

particulier ceux du groupe A, Figure 3.1) n’a toutefois pas permis l’isolement de séquences 

réellement spécifiques. Quelques GST présentent en effet un taux d’identité supérieur à 70% 

avec une partie de la séquence d’un autre gène PTR, et restent donc susceptibles d’engendrer 

une hybridation croisée. A l’intérieur de ces alignements, l’identité entre les séquences est 

diffuse. Seules 4 GST présentent des séquences dont l’identité est totale sur plus de 20 pb (1 

séquence de 23 pb pour la GST d’At1g22550, 1 séquence de 21 pb pour la GST d’At1g62200, 

1 séquence de 23 pb pour la GST d’At5g46040 et 1 séquence de 20 pb pour la GST 

d’At5g46050). Le fait que certaines GST se révèlent moins spécifiques qu’espéré en janvier 

2002 semble être dû au complément des annotations depuis cette période. 

 

La même démarche d’obtention de GST a été menée sur les familles multigéniques 

AMT (famille des transporteurs de NH4
+ AtAMT1.1, AtAMT1.2, AtAMT1.3 et AtAMT2 

comprenant 6 membres au total) et NRT2  (famille du transporteur de nitrate à haute affinité 

AtNRT2.1 comprenant 7 membres au total). Les gènes étudiés en plus de ceux de la famille 

PTR sont: AtNRT2.2 (At1g08100), AtNRT2.3 (At5g60780), AtNRT2.5 (At1g12940) et 

AtNRT2.7 (At5g14570) pour la famille NRT2, et AtAMT1.1 (At4g13510), AtAMT1.2 

(At1g64780), AtAMT1.3 (At3g24300), AtAMT2 (At3g28290), et At3g24290 pour les familles 

AMT1 et 2. 

3.5 Composition et structure de la membrane thématique 
 

La membrane thématique produite immobilise les clones listés ci dessous : 

-39 GST correspondant à des gènes de la famille PTR (Tableau 3.3) 

-4 GST correspondant à des gènes de la famille NRT2 (AtNRT2.2, 2.3, 2.5 et 2.7) 
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-5 GST correspondant à des gènes des familles AMT1 et AMT2 (AtAMT1.1, 1.3, At3g24290 et 

AtAMT2) 

-1 GST correspondant au gène AtNIA1 de la nitrate réductase 

-2 GST correspondant à des gènes ayant une expression organe-spécifique (AtAKT1 pour les 

racines et AtLHCP pour les feuilles) 

-2 GST correspondant à des gènes couramment utilisés comme témoins constitutifs (Histone 

H4 et AtEF1α) 

-3 GST hétérologues (T1.1, T1.2 et T1.3 issues du génome du phage λ, Tableau 2.3), servant 

de témoins négatifs 

-3 GST hétérologues (T21, T22 et T23, issues du génome du phage λ, Tableau 2.3) servant de 

témoins de normalisation. Ces 3 GST correspondent au transcrit synthétique utilisé comme 

étalon interne, et ajouté aux échantillons d’ARNs à analyser avant transcription inverse 

(voir § 2.6.2.2). 

 

Le clonage ainsi que le dépôt des GSTs sur membrane ont été décrits précédemment 

(voir § 2.3 et 2.6.2.2). La structure générale de la membrane thématique obtenue est visualisée 

dans la Figure 3.3. 

3.6 Elaboration de la procédure de normalisation des 
données 

3.6.1 Calcul du signal d’hybridation 

 

Pour chaque GST sur la membrane, le signal réel d’hybridation (Sr) est classiquement 

obtenu par soustraction du bruit de fond local (B, mesuré sur la position de chaque matrice ne 

recevant pas d’ADN) au signal brut mesuré (Sb). 

 

(1)      Sr = Sb - B 
 

Le seuil de détection est défini comme la moyenne des Sr mesurés sur les GST 

témoins négatifs hétérologues (soit 6 valeurs issues des 3 GST présentes en double sur chaque 

membrane). Les signaux issus des GST d’intérêt sont considérés comme non détectés (ND) 

lorsqu’ils sont inférieurs ou égaux à ce seuil. 
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3.6.2 Variation du signal d’hybridation en fonction de la distance de 
la GST à l’extrémité 3’ du transcrit 

 

Les premiers essais d’hybridation de la membrane thématique ont été réalisés avec des 

sondes complexes issues de 4 lots de 5µg d’ARN extraits respectivement de parties aériennes, 

racines, tiges et fleurs, auxquels ont été rajoutés 0,5ng (rapport optimal des quantités dans nos 

conditions = 1/10000, données non montrées) du transcrit étalon interne polyadénylé et coiffé 

synthétisé in vitro (T2). L’analyse des résultats a montré une très forte variabilité des signaux 

correspondant aux 3 GSTs de ce transcrit synthétique, avec une intensité d’autant plus élevée 

que la GST est proche de l’extrémité 3’ du transcrit (Figure 3.4). En effet, les valeurs de Sr 

mesurées sur les GST T22 et T21 ne représentent respectivement que 17,7% et 10,9% de celui 

de la GST T23 pour la sonde complexe des parties aériennes, 20,9% et 12,3% pour la sonde 

complexe des racines, 41,9% et 24% pour la sonde complexe des tiges et 63,5% et 38,4% 

pour la sonde complexe des fleurs. Ainsi, la décroissance du signal observée en fonction de la 

distance séparant la GST de l’extrémité 3’ est variable d’une sonde à l’autre. De plus, le 

signal mesuré avec la GST T23 (séquence contiguë à l’extension polyA) n’est pas la même 

suivant les sondes, alors qu’une même quantité de transcrit synthétique a été ajoutée aux 

différents échantillons avant transcription inverse. L’explication de ces observations réside 

probablement dans le fait que l’efficacité de la transcription inverse n’est pas totale (de 

nombreux ADNc sont tronqués) et varie d’une expérience à l’autre (la quantité totale des 

ADNc et leur distribution en taille diffèrent suivant les sondes produites). 

3.6.3 Méthode de normalisation destinée à corriger les variations 
d’efficacité de transcription inverse 

 

Les observations détaillées dans le paragraphe précédent ont des conséquences 

importantes sur les protocoles d’utilisation de la membrane thématique produite. En effet, 

cette membrane immobilise des GST dont la position sur le transcrit cible varie beaucoup 

(Tableau 3.3). A concentrations égales, un transcrit dont la GST est proche de l’extrémité 3’ 

génère un signal beaucoup plus fort qu’un autre dont la GST est localisée plus en amont 

(Figure 3.4). De plus, cette perte de signal en fonction de l’éloignement de la GST de 

l’extrémité 3’ est variable d’une expérience à l’autre (Figure 3.4). Il n’est donc pas possible de 

comparer les signaux des GST d’une hybridation à l’autre. 
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Une procédure de correction a été élaborée à partir des signaux mesurés pour les 3 

GST (T21, T22 et T23) du transcrit synthétique servant de témoin de normalisation (T2). Le 

principe de cette procédure est le suivant : pour chaque hybridation, les valeurs des signaux 

T21, T22 et T23 sont utilisées pour générer une équation qui décrit la décroissance du signal 

d’hybridation en fonction de la distance (en pb) séparant la GST de l’extrémité 3’ du transcrit. 

Cette équation permet alors de calculer le signal théorique que générerait le transcrit 

normalisateur T2 pour n’importe quelle position de GST (StT2). 

 

Dans le détail : 

Pour chaque hybridation, les valeurs de Sr mesurées sur les 3 GST T21, T22 et T23 

sont utilisés pour calculer une équation du type: 

 

                     b 
(2)     StT2 = a + _______ 

                  c + x 
 

où StT2 représente le signal d’hybridation théorique que l’on obtiendrait pour une GST de 

l’ARN T2 située à la distance x (exprimée en pb) de l’extrémité 3’, a, b et c les paramètres 

calculés par le logiciel. Parmi plusieurs testés, ce type d’équation a généré les meilleures 

corrélations (r2 > 0,98, données non montrées). 

Pour chaque GST d’intérêt de position x est calculée la valeur correspondante de StT2 

à l’aide de l’équation (2). Cette valeur StT2 est ensuite utilisée pour normaliser le signal Sr 

calculé pour la GST: 

 

Sr 
(3)     Sn= _________ 

StT2 
 

où Sn est le signal normalisé, proportionnel au rapport de l’abondance du transcrit d’intérêt à 

celle du transcrit T2. L’abondance relative de T2 est par définition constante dans tous les 

échantillons d’ARN. La comparaison des valeurs de Sn entre deux hybridations autorise donc 

une analyse quantitative de la variation de l’abondance du transcrit d’intérêt entre les 

échantillons d’ARN utilisés pour réaliser ces hybridations. 



Figure 3.5 : Comparaison des données de 2 hybridations homéotypiques 
normalisées par AtEF1α. 
Les deux hybridations ont été réalisées suivant le même protocole, sur les mêmes 
membranes à partir d’un même lot d’ARN. La courbe représentée est la droite y = x. 
 
 
 
___________________________________________________________________________ 
 
 
 

Figure 3.6 : Comparaison des données de 2 hybridations homéotypiques 
normalisées par le transcrit synthétique T2. 
Les deux hybridations ont été réalisées suivant le même protocole, sur les mêmes 
membranes à partir d’un même lot d’ARN. La courbe représentée est la droite y = x. 
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3.6.4 Test de la méthode de normalisation 

 

La procédure de validation de la méthode de normalisation a consisté à vérifier que 

l’hybridation répétée d’un lot de 3 membranes avec des sondes complexes issues d’un même 

échantillon d’ARN (hybridations dites « homéotypiques ») donnait bien les mêmes résultats. 

Plusieurs expériences indépendantes ont été réalisées sur ce principe, et ont abouti aux mêmes 

conclusions. 

Lorsque la normalisation des signaux recueillis pour chaque GST est réalisée de 

manière classique par rapport au signal correspondant au gène AtEF1α, suivant la formule : 

 

Sr 

(4)     Sn = _______________  

SrAtEF1α 

 

les résultats obtenus ont toujours été jugés insatisfaisants (Figure 3.5). En effet, outre 

le fait que les valeurs de Sn calculées pour chaque GST se révèlent sensiblement différentes 

pour les deux hybridations successives, un défaut de cette normalisation est que les valeurs 

sont très faibles pour une majorité de gènes. Ce dernier point s’explique pour partie par le fait 

que certains des gènes étudiés sont probablement peu exprimés, mais aussi par le fait que bon 

nombre de GST sont localisées relativement loin de l’extrémité 3’ des transcrits (Tableau 

3.3). 

La procédure de normalisation proposée dans le cadre de ce travail (équation (3), 

§3.6.3) améliore très nettement la reproductibilité des hybridations homéotypiques (Figure 

3.6), et diminue également la variabilité des résultats obtenus d’une membrane à l’autre dans 

chaque lot hybridés avec la même sonde complexe (résultats non montrés). De plus, les 

valeurs de Sn sont nettement plus élevées pour de nombreux gènes, ce qui améliore la lisibilité 

des résultats. Ceci résulte de la correction effectuée pour prendre en compte la décroissance 

du signal en fonction de l’éloignement de la GST de l’extrémité 3’ du transcrit. 

 

A l’issue de ces expériences, nous avons donc choisi d’appliquer la méthode de 

normalisation basée sur les 3 GST du transcrit T2,  telle que définie par l’équation (3). 



Parties aériennes Hampes Fleurs Racines Famille Gène 
Moy ET Moy ET Moy ET Moy ET 

At5g01180 0,24 0,07 0,16 0,05 ND  0,25 0,06 
At2g02020 0,21 0,07 0,20 0,05 ND  0,16 0,05 
AtPTR2B ND  0,14 0,05 ND  0,09 0,02 

At5g11570 0,31 0,03 ND  ND  ND  
AtNRT1.1 31,27 6,02 6,87 1,16 2,68 0,94 4,64 1,31 
At5g13400 0,15 0,04 0,19 0,07 0,17 0,04 0,20 0,02 
At3g16180 0,62 0,11 ND  ND  0,52 0,15 
At1g18880 ND  0,28 0,09 ND  0,53 0,11 
At3g21670 2,53 1,21 1,85 1,24 1,00 0,27 2,37 0,52 
At4g21680 0,61 0,33 0,23 0,10 ND  0,35 0,07 
At1g22540 0,72 0,23 0,53 0,13 0,43 0,14 0,48 0,10 
At1g22550 ND  0,15 0,05 0,22 0,07 0,15 0,04 
At3g25260 0,13 0,01 ND  0,19 0,02 0,15 0,02 
At3g25280 ND  ND  ND  ND  
At1g69860 0,64 0,11 0,54 0,09 0,63 0,14 0,97 0,08 
At1g22570 0,84 0,14 0,72 0,16 0,66 0,18 1,28 0,11 
At5g28470 ND  ND  ND  ND  
At1g32450 0,22 0,09 0,25 0,08 0,46 0,11 1,27 0,16 
At1g33440 ND  ND  0,45 0,10 0,75 0,22 
At2g37900 0,23 0,13 0,35 0,16 0,26 0,06 0,11 0,04 
At2g40460 0,13 0,03 0,22 0,05 0,26 0,07 0,21 0,03 
At3g45650 ND  ND  ND  0,94 0,14 
At3g45660 0,69 0,30 0,64 0,31 0,38 0,09 0,57 0,03 
At3g45700 0,54 0,11 ND  ND  0,63 0,11 
At3g45710 0,80 0,21 0,57 0,30 0,44 0,11 1,40 1,25 
At5g46040 0,14 0,07 0,19 0,04 0,24 0,06 0,20 0,07 
At5g46050 0,26 0,03 0,16 0,04 ND  0,27 0,03 
At3g47960 0,16 0,04 1,01 0,16 0,23 0,05 0,16 0,02 
At1g52190 0,45 0,18 ND  ND  ND  
At3g53960 0,12 0,06 0,63 0,07 ND  0,15 0,07 

AtPTR1 0,16 0,05 0,27 0,08 0,21 0,05 0,16 0,03 
At1g59740 0,56 0,03 0,45 0,07 0,58 0,15 1,08 0,44 
At1g62200 ND  0,12 0,02 ND  ND  
At5g62680 0,21 0,05 0,34 0,07 ND  0,34 0,10 
At5g62730 ND  ND  ND  0,56 0,11 
At1g68570 4,87 0,97 1,55 0,22 1,05 0,24 0,25 0,08 
AtNRT1.2 ND  ND  ND  0,86 0,16 
At1g69870 0,75 0,18 0,45 0,08 0,51 0,14 1,23 0,66 

PTR 

At1g72140 1,13 0,26 0,30 0,02 0,47 0,08 1,06 0,31 
AtAMT11 0,19 0,09 0,17 0,05 ND  0,23 0,13 
AtAMT12 0,22 0,03 0,37 0,08 0,22 0,06 0,36 0,02 
AtAMT13 0,13 0,02 0,11 0,01 ND  0,22 0,02 
AtAMT2 ND  0,33 0,16 ND  0,62 0,83 

AMT 

At3g24290 0,15 0,04 ND  ND  0,27 0,09 
NIA AtNIA1 0,12 0,02 0,17 0,06 0,21 0,05 0,64 0,21 

AtNRT2.2 0,09 0,04 0,12 0,05 0,21 0,03 0,09 0,01 
AtNRT2.3 0,12 0,04 0,13 0,04 ND  ND  
AtNRT2.7 ND  ND  ND  ND  

NRT2 

AtNRT2.5 ND  ND  ND  ND  
Tableau 3.4 : Territoire d’expression. 
Données d’hybridations normalisées avec le transcrit synthétique T2. Les moyennes sont 
calculées à partir d’une hybridation réalisée sur un lot de 3 membranes. Moy : moyenne. ET : 
écart type. ND : non détecté. 
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3.7 Profils d’expression des gènes de la famille PTR 

3.7.1 Données générales 

 

Sur l’ensemble des expériences réalisées (décrites plus en détail dans les paragraphes 

suivants), la membrane thématique a permis de détecter de manière reproductible l’expression 

de tous les gènes étudiés dans au moins un organe et une condition donnée à l’exception d’un 

seul (At1g28470). Le transcrit de ce gène n’a été détecté significativement que dans une seule 

expérience (présenté §3.7.3, Tableau 3.6). Le niveau d’expression de la plupart des gènes 

semble faible, certains correspondent toutefois à une accumulation de transcrits importante 

(AtNRT1.1, AtNRT1.3, At1g32450). 

3.7.2 Localisation de l’expression dans la plante. 

 

La première série d’expériences a eu pour but de déterminer la distribution de 

l’accumulation des transcrits PTR entre les différents organes de la plante. Les hybridations 

ont été réalisées à partir d’ARN issus de racines et feuilles de plantes âgées de 6 semaines, 

cultivées en hydroponie sur milieu HY 1mM NH4NO3, et de hampes florales et fleurs de 

plantes cultivées en serre sur terreau. L’expression de la grande majorité des gènes PTR n’est 

pas organe-spécifique (Tableau 3.4). Dans l’expérience présentée, les transcrits de quelques 

gènes sont détectés dans un seul organe (AtNRT1.2, At3g45650 et At5g62730 pour les racines, 

At1g52190 et At5g11570 pour les feuilles, et At1g62200 pour les hampes florales). Toutefois, 

cette spécificité d’expression n’est pas toujours retrouvée dans toutes les expériences. Par 

exemple, les transcrits d’At5g11570 et de At1g62200 ont parfois été détectés dans les racines 

de certaines plantes (voir Tableaux 3.5 et 3.6). Malgré la détection d’un signal dans d’autres 

tissus, l’expression de certains gènes est majoritairement localisée dans un organe (dont 

l’expression la plus forte dans un autre tissu est inférieure à 50% de celle dans le tissu dit 

« majoritaire ») : At1g32450 pour les racines, At1g68570 pour les feuilles, At3g53960 et 

At3g47960 pour les hampes florales. 

3.7.3 Réponse à la carence en N et à la levée de carence 

 

Pour identifier les gènes PTR dont l’expression dans les racines est régulée par le 

statut nutritionnel en N de la plante, des expériences de privation de source de N, puis de ré-



Témoin -N 24h Famille Gène 
Moy ET Moy ET 

At5g01180 0,40 0,05 0,21 0,06 
At2g02020 ND  0,26 0,06 
AtPTR2B 0,38 0,16 0,31 0,07 

At5g11570 0,77 0,28 0,53 0,37 
AtNRT1.1 4,67 1,35 1,19 0,58 
At5g13400 0,51 0,11 0,40 0,17 
At3g16180 1,07 0,47 0,84 0,38 
At1g18880 1,07 0,25 0,59 0,16 
AtNRT1.3 5,80 5,64 7,12 4,72 
At4g21680 0,44 0,12 0,26 0,04 
At1g22540 0,84 0,26 0,62 0,25 
At1g22550 0,37 0,10 0,32 0,14 
At3g25260 0,49 0,12 ND  
At3g25280 ND  ND  
At1g69860 ND  0,67 0,19 
At1g22570 2,21 0,92 1,77 0,26 
At5g28470 ND  ND  
At1g32450 3,41 0,91 4,98 0,73 
At1g33440 ND  ND  
At2g37900 ND  ND  
At2g40460 0,40 0,07 0,38 0,20 
At3g45650 ND  ND  
At3g45660 ND  0,57 0,34 
At3g45700 1,62 0,91 1,03 0,53 
At3g45710 ND  1,04 1,17 
At5g46040 0,30 0,08 0,22 0,06 
At5g46050 0,57 0,05 0,31 0,09 
At3g47960 0,32 0,12 0,16 0,03 
At1g52190 ND  ND  
At3g53960 0,31 0,05 0,21 0,07 

AtPTR1 0,58 0,29 0,45 0,12 
At1g59740 1,29 0,33 1,29 0,50 
At1g62200 0,28 0,10 0,26 0,13 
At5g62680 0,68 0,22 0,57 0,23 
At5g62730 0,87 0,28 0,57 0,19 
At1g68570 0,63 0,20 0,51 0,25 
AtNRT1.2 ND  0,71 0,42 
At1g69870 ND  ND  

PTR 

At1g72140 0,93 0,53 ND  
AtAMT11 0,37 0,10 1,25 0,19 
AtAMT12 0,97 0,28 1,26 0,23 
AtAMT13 0,34 0,03 0,23 0,11 
AtAMT2 ND  0,73 0,37 

AMT 

At3g24290 0,59 0,27 0,50 0,13 
NIA AtNIA1 2,42 0,96 0,60 0,39 

AtNRT2.2 0,25 0,06 0,20 0,13 
AtNRT2.3 0,18 0,05 0,13 0,03 
AtNRT2.7 ND  0,43 0,13 NRT2 

AtNRT2.5 ND  0,67 0,43 
 
Tableau 3.5: Effet de la carence en N. 
Données d’hybridations normalisées avec le transcrit synthétique T2. Les plantes de 6 
semaines ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 1mM NH4NO3 (témoin) puis privées 
de source de N 24h avant récolte pour la condition « -N 24h ». Les moyennes sont calculées 
à partir d’une hybridation réalisée sur un lot de 3 membranes. Moy : moyenne. ET : écart 
type. ND : non détecté. 
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alimentation avec NO3
- ont été réalisées. Des sondes complexes ont été synthétisées à partir 

d’ARN extraits de racines de plantes âgées de 6 semaines et (i) cultivées sur un milieu HY 

1mM NH4NO3, (ii) privées de source de N pendant 1 ou 4 jours (après culture préalable sur 

milieu HY 1mM NH4NO3), (iii) alimentées à nouveau avec NO3
- 1mM pendant 6 h à l’issue 

d’une période de 4 jours de privation de N. 

La privation de N pendant 24 h entraîne une modification sensible de l’accumulation des 

transcrits d’un certain nombre de gènes représentés sur la membrane (Tableau 3.5). Il est 

important de noter que parmi ceux-ci se retrouvent 5 gènes déjà connus pour être régulés par 

la privation de N, à savoir : (i) AtNRT1.1 et AtNIA1, dont les niveaux de transcrits chutent 

après retrait de la source de N, ce qui a déjà été observé par d’autres (Lejay et al., 1999, 

Cheng et al., 1991) et est interprété par l’arrêt de l’induction de ces gènes par NO3
- exogène ; 

et (ii) AtAMT1.1, AtAMT2 et AtNRT2.5, dont les niveaux d’accumulation de transcrits 

augmentent en réponse au traitement de carence, comme décrit précédemment (Gazzarrini et 

al., 1999,  Rawat et al., 1999, Sohlenkamp et al., 2000, Orsel et al., 2002b), ce qui correspond 

à la levée de la répression exercée par les métabolites N sur l’expression de ces gènes. Les 

résultats obtenus pour une privation de N pendant 4 jours confirment ces conclusions, en 

accentuant même la réponse de certains de ces gènes par rapport à la privation de 24 h 

(Tableau 3.6 et Figure 3.7). La ré-alimentation des plantes avec NO3
- 1mM aboutit 

logiquement à des modifications d’accumulation de transcrits inverses de celles observées en 

réponse à la privation de N, à savoir : augmentation pour AtNIA1, inductible par NO3
-, et 

diminution pour AtAMT1.1, AtAMT2 et AtNRT2.5, réprimés par les métabolites N (Tableau 

3.6 et Figure 3.7). L’induction  de l’expression d’AtNRT1.1 par NO3
- n’est toutefois pas 

apparente dans nos expériences, ce qui est difficilement explicable. Il semble que ceci soit dû 

à un niveau de transcrits AtNRT1.1 anormalement élevé dans les racines des plantes privées 

de N pendant 4 jours. A l’exception de ce dernier point, les résultats obtenus pour AtNRT1.1, 

AtNIA1, AtAMT1.1, AtAMT2 et AtNRT2.5 sont cohérents dans leur grande majorité avec les 

données publiées pour ces 5 gènes. De plus, d’autres gènes (AtAMT1.2, AtAMT1.3, AtNRT2.3 

et AtNRT2.7) déjà identifiés comme n’étant pas ou peu régulés par la fourniture de N aux 

plantes (Gazzarrini et al., 1999, Orsel et al., 2002b, Okamoto et al., 2003) ne présentent 

effectivement pas de variations significatives d’expression dans nos expériences. Ces 

différents aspects valident les expériences réalisées et permettent de discuter avec confiance 

les modifications d’expression relevées pour les gènes PTR dont la régulation n’est pas 

connue. 



Tableau 3.6 : Effet de NO3
-. 

Données d’hybridations normalisées avec le transcrit synthétique T2. Les plantes de 6 
semaines ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 1mM NH4NO3 puis privées de 
source de N 4 jours avant récolte (non induit) avant d’être ré-alimentées avec NO3

- 1mM 
(induit). Les moyennes sont calculées à partir d’une hybridation réalisée sur un lot de 3 
membranes. Moy : moyenne. ET : écart type. ND : non détecté. 

Non induit Induit Famille Gène 
Moy ET Moy ET 

At5g01180 0,17 0,13 ND  
At2g02020 0,22 0,08 0,44 0,06 
AtPTR2B 0,37 0,08 0,28 0,07 

At5g11570 0,43 0,19 ND  
AtNRT1.1 1,83 0,22 0,97 0,12 
At5g13400 0,26 0,16 ND  
At3g16180 2,22 1,53 0,80 0,41 
At1g18880 0,85 0,17 0,59 0,12 
AtNRT1.3 5,50 2,09 3,05 0,43 
At4g21680 0,29 0,09 ND  
At1g22540 0,63 0,21 0,50 0,12 
At1g22550 0,29 0,12 ND  
At3g25260 0,23 0,13 ND  
At3g25280 ND  ND  
At1g69860 1,23 0,55 0,88 0,26 
At1g22570 2,28 0,52 1,45 0,20 
At5g28470 0,35 0,06 ND  
At1g32450 3,97 1,15 5,65 0,68 
At1g33440 ND  ND  
At2g37900 ND  ND  
At2g40460 0,42 0,15 0,26 0,06 
At3g45650 ND  ND  
At3g45660 ND  ND  
At3g45700 1,45 0,95 0,77 0,21 
At3g45710 2,69 2,30 2,08 1,60 
At5g46040 0,44 0,26 0,31 0,10 
At5g46050 0,38 0,08 ND  
At3g47960 0,33 0,15 0,25 0,03 
At1g52190 0,49 0,29 ND  
At3g53960 0,20 0,08 0,23 0,07 

AtPTR1 0,54 0,20 0,48 0,22 
At1g59740 1,80 0,59 0,98 0,13 
At1g62200 0,69 0,41 0,35 0,14 
At5g62680 1,04 0,56 0,66 0,28 
At5g62730 0,58 0,15 0,68 0,21 
At1g68570 0,61 0,25 0,39 0,16 
AtNRT1.2 0,67 0,39 ND  
At1g69870 ND  ND  

PTR 
 

At1g72140 ND  0,88 0,48 
AtAMT11 3,49 0,46 1,01 0,18 
AtAMT12 1,03 0,32 0,46 0,19 
AtAMT13 0,23 0,03 0,25 0,03 
AtAMT2 1,62 0,75 0,87 0,99 

AMT 
 

At3g24290 0,94 0,13 0,54 0,18 
NIA AtNIA1 0,55 0,32 8,38 2,88 

AtNRT2.2 0,25 0,11 0,31 0,08 
AtNRT2.3 0,15 0,05 0,23 0,04 
AtNRT2.7 0,56 0,24 0,49 0,01 

NRT2 
 

AtNRT2.5 1,26 0,35 ND  
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Un des gènes PTR (At1g72140) présente un profil d’expression similaire à AtNIA1, et 

proche d’AtNRT1.1. L’expression de ce gène est réprimée par la carence et stimulée par la ré-

alimentation avec NO3
- (Tableaux 3.5, 3.6 et Figure 3.7). Ceci suggère que l’expression 

d’At1g72140 est inductible par NO3
-, et probablement non réprimé par les métabolites N. A 

l’inverse, AtNRT1.2, At1g69860 et At3g45710 voient leurs niveaux de transcrits augmenter 

sensiblement en réponse à la privation de N, et diminuer lorsque NO3
- est à nouveau fourni 

aux plantes (Tableaux 3.5, 3.6 et Figure 3.7). Ce profil d’expression, identique à celui 

d’AtAMT1.1, AtAMT2 et AtNRT2.5, suggère que l’expression des gènes AtNRT1.2, At1g69860 

et At3g45710 est réprimée par les métabolites N. Les autres gènes PTR présentent en réponse 

aux traitements effectués, soit une stabilité d’expression, soit des variations jugées trop faibles 

pour être significatives (Tableaux 3.5 et 3.6). 

3.7.4 Réponse à la lumière et au saccharose 

 

Plusieurs gènes codant des transporteurs racinaires d’ions sont régulés par le cycle 

jour/nuit et la disponibilité des sucres pour les racines (Lejay et al., 2003). En particulier, 

l’expression d’AtNRT1.1, AtAMT1.2 et AtAMT1.3 augmente au cours de la phase diurne du 

nychtémère, et est stimulée à l’obscurité par la fourniture exogène de sucres aux racines 

(Gazzarrini et al., 1999, Lejay et al., 1999, Lejay et al., 2003). La NR codée par le gène 

AtNIA, est également soumise à une stimulation d’expression de nature transcriptionnelle par 

la lumière et les sucres (Vincentz et al., 1993). Ces observations ont abouti à l’hypothèse que 

les sucres sont des signaux induisant l’expression de ces gènes, ce qui assure une coordination 

entre le prélèvement et l’assimilation de N d’une part, et la photosynthèse d’autre part. Pour 

identifier des gènes PTR potentiellement régulés par les produits de la photosynthèse, des 

sondes complexes ont été synthétisées à partir d’échantillons racinaires d’ARN issus de 

plantes âgées de 6 semaines (i) récoltées à la fin de la période diurne du nychtémère, (ii) 

récoltées à la fin de la période obscure, et (iii) soumises à un apport exogène de saccharose 

(1%p/v) pendant la période obscure. 

Au cours de ces expériences, l’expression d’AtNRT1.1, AtAMT1.2, AtAMT1.3 et 

AtNIA1 montre l’évolution attendue, avec généralement une diminution de l’accumulation des 

transcrits la nuit par rapport à la journée, et une stimulation par la fourniture de saccharose à 

l’obscurité (Tableau 3.7). Les variations observées sont toutefois sensiblement atténuées par 

rapport à celles rapportées dans d’autres expériences (Gazzarrini et al., 1999, Lejay et al., 

1999, Lejay et al., 2003). Au moins 5 gènes de la famille PTR (At3g16180, At1g32450, 
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Figure 3.7 : Profils d’expression de gènes en situation de carence et 
d’induction. Graphiques de données d’hybridation des tableaux 3.5 et 3.6. Les 
barres verticales représentent les écart types. ND : non détecté. 
A : gènes dont l’expression est induite par le NO3

- 
B : gènes dont l’expression est stimulée par la carence en N et diminuée par la 
réalimentation avec NO3

-. 
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At1g33440, At3g45660, At1g69870) présentent un profil d’expression similaire à celui des 4 

gènes pré-cités, suggérant une induction par les produits de la photosynthèse. Trois autres 

gènes présentent des réponses à la lumière et au sucre plus originales. At3g25280 ne semble 

être exprimé que la nuit en l’absence de sucre exogène. At3g45650 est fortement réprimé par 

le saccharose exogène, mais n’est pas affecté par le cycle jour/nuit. Enfin, AtNRT2.7 semble 

réprimé à l’obscurité, même en présence de saccharose dans le milieu extérieur. Les variations 

de niveaux de transcrits des autres gènes ont été jugées non significatives, parce que les 

niveaux d’expression ou les différences entre traitements sont trop faibles. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 3.7 : Effet de l’alternance jour/nuit. 
Données d’hybridations normalisées avec le transcrit synthétique. Les plantes de 6 
semaines cultivées en hydroponie ont été récoltées à la fin de la période diurne (jour), à la fin 
de la période obscure (nuit et nuit + sucre) et ont reçu un apport exogène de saccharose de 
1%p/v pendant la période obscure précédant la récolte (nuit + sucre). Moy : moyenne. ET : 
écart type. ND : non détecté. 

Jour Nuit Nuit + sucre Famille Gène 
Moy ET Moy ET Moy ET 

At5g01180 0,29 0,10 0,21 0,05 0,14 0,04 
At2g02020 0,20 0,11 ND  ND  
AtPTR2B ND  ND  ND  

At5g11570 ND  ND  ND  
AtNRT1.1 3,13 0,71 2,01 0,45 2,33 0,54 
At5g13400 0,13 0,01 ND  0,19 0,06 
At3g16180 0,90 0,24 ND  0,59 0,01 
At1g18880 0,49 0,08 0,42 0,05 0,24 0,04 
AtNRT1.3 2,98 1,28 2,74 1,32 1,85 0,79 
At4g21680 0,43 0,15 0,27 0,06 ND  
At1g22540 ND  0,30 0,04 0,36 0,12 
At1g22550 0,14 0,06 0,10 0,02 0,13 0,04 
At3g25260 0,18 0,07 0,12 0,02 0,17 0,05 
At3g25280 ND  0,37 0,05 ND  
At1g69860 1,03 0,19 0,71 0,15 0,64 0,13 
At1g22570 1,66 0,57 1,04 0,25 0,79 0,17 
At5g28470 ND  ND  ND  
At1g32450 1,45 0,56 0,87 0,38 2,48 0,23 
At1g33440 0,90 0,38 ND  0,65 0,21 
At2g37900 ND  ND  ND  
At2g40460 0,26 0,09 0,14 0,04 0,26 0,10 
At3g45650 1,56 0,64 1,53 0,42 ND  
At3g45660 0,53 0,10 ND  0,38 0,01 
At3g45700 ND  ND  0,52 0,17 
At3g45710 1,47 0,60 0,73 0,42 0,68 0,29 
At5g46040 0,18 0,03 0,15 0,06 0,22 0,09 
At5g46050 ND  ND  ND  
At3g47960 0,23 0,06 0,13 0,06 ND  
At1g52190 ND  ND  ND  
At3g53960 0,16 0,05 0,08 0,04 0,12 0,05 

AtPTR1 0,18 0,00 ND  0,10 0,01 
At1g59740 1,28 0,34 0,88 0,21 0,56 0,13 
At1g62200 ND  ND  0,16 0,09 
At5g62680 0,37 0,13 0,31 0,06 0,26 0,07 
At5g62730 0,74 0,11 0,68 0,21 ND  
At1g68570 0,20 0,04 0,09 0,01 0,11 0,01 
AtNRT1.2 ND  ND  ND  
At1g69870 0,97 0,24 ND  0,85 0,21 

PTR 

At1g72140 1,51 0,50 1,52 0,39 0,44 0,16 
AtAMT11 0,25 0,09 0,28 0,16 0,77 0,16 
AtAMT12 0,31 0,12 0,33 0,11 0,45 0,09 
AtAMT13 0,28 0,04 0,19 0,06 0,27 0,11 
AtAMT2 0,41 0,27 0,22 0,12 0,32 0,18 

AMT 

At3g24290 0,26 0,06 0,35 0,15 0,48 0,12 
NIA AtNIA1 1,10 0,54 0,61 0,33 1,79 0,44 

AtNRT2.2 0,09 0,02 0,06 0,01 0,19 0,05 
AtNRT2.3 0,10 0,04 ND  ND  
AtNRT2.7 0,80 0,06 ND  ND  

NRT2

AtNRT2.5 ND  ND  ND  
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Figure 4.1 : Territoires d’expression.
PA : parties aériennes. R : racines. H : hampes florales. Fl : Fleurs.
A : Hybridations Northern. Les plantes (6 semaines) sont cultivées en hydroponie 
sur milieu HY 1mM NH4NO3 (PA, R). Les plantes arrivées à floraison sont cultivées 
en serre sur terreau (H, Fl). B : RT-PCR. Les plantes (6 semaines) sont cultivées en 
hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3.
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4 Chapitre IV 

 

 

ANALYSE COMPAREE DE L’EXPRESSION DES GENES ATNRT1.1, 
ATNRT1.2 ET ATNRT1.5 

 

4.1 Introduction 
 

Les analyses bioinformatiques des séquences des protéines PTR d’Arabidopsis montrent 

que les membres de la famille ont en commun des zones plus ou moins grandes. Les analyses 

d’expression à large échelle décrites dans le chapitre précédent indiquent que cette famille 

regroupe des gènes dont les territoires et les profils d’expression peuvent être très différents. 

Cette diversité suggère qu’il existe au sein de cette communauté de gènes une grande diversité 

fonctionnelle. Un élément connu de cette diversité est la coexistence de protéines possédant 

des activités de transport différentes (transport de NO3
- vs transport de peptides).  

La caractérisation des fonctions de 2 de ces gènes dans la plante est l’objet de ce 

chapitre et du suivant. Les deux gènes choisis sont AtNRT1.2 (At1g69850) et At1g32450. A 

l’heure actuelle, aucune appellation n’a été attribué au gène At1g32450. Or, dans la littérature, 

les membres de la famille PTR supposés ou montrés comme des transporteurs de NO3
- chez 

Arabidopsis ont été nommés d’AtNRT1.1 à AtNRT1.4. En conséquence nous choisissons de 

nommer AtNRT1.5 le gène At1g32450. Les gènes AtNRT1.2 et AtNRT1.5 appartiennent 

respectivement aux sous-groupes D et E de la famille PTR d’Arabidopsis définis au chapitre 3 

(Figure 3.1). Le gène AtNRT1.5 n’a fait l’objet d’aucune étude spécifique publiée à ce jour et 

son annotation fonctionnelle reste uniquement basée sur des homologies de séquence. Bien 

qu’une étude ait été publiée concernant AtNRT1.2, le profil d’expression de ce gène est mal 

connu et sa fonction largement incomprise. Les critères qui ont guidé notre choix sont 

multiples. Un premier critère est l’expression des deux gènes dans les racines. Un second 

critère est que leurs niveaux d’expression sont modulés par des signalétiques connues pour 

modifier le prélèvement de NO3
- (alternance jour/nuit pour AtNRT1.5 et statut azoté pour 

AtNRT1.2). Enfin un troisième critère est que les protéines correspondantes ont été exprimées 
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dans l’ovocyte de Xénope et dans les deux cas une activité de transport qui permet  l’entrée de 

NO3
- dans la cellule a été mise en évidence (Pr Y.F. Tsay, communication personnelle). 

Deux approches complémentaires ont été poursuivies. Dans ce chapitre est décrit une 

analyse détaillée des profils d’expression, tandis que dans le suivant, l’impact fonctionnel de 

la perte de ces gènes chez des mutants est analysé. Nous avons privilégié pour les études 

d’expression d’AtNRT1.2 et AtNRT1.5 des situations physiologiques connues pour leurs 

impacts sur la régulation du transport NO3
-. Les objectifs sont (i) de confirmer les données des 

membranes basse densité, et (ii) d’obtenir des indications concernant le rôle de ces 

transporteurs dans des conditions particulières non étudiées jusqu'à présent. Au cours de ces 

études, deux gènes codant des transporteurs de NO3
- impliqués dans le prélèvement de NO3

- 

sont utilisé comme références : AtNRT1.1, qui code le transporteur de NO3
- le mieux 

caractérisé de la famille PTR, et dans certains cas AtNRT2.1, qui code un transporteur de la 

famille NRT2 dont l’expression est soumise au rétrocontrôle exercée par les métabolites 

azotés. 

4.2 Territoires d’expression 
 

L’absorption et le transport de NO3
- dans la plante mettent en jeu un grand nombre 

d’étapes fonctionnelles. Des transporteurs membranaires sont impliqués dans la plupart de ces 

étapes. Définir les territoires d’expression des gènes potentiellement impliqués dans le 

transport de NO3
- est un élément important pour les caractériser leurs fonctions dans la plante. 

Par exemple, le gène AtNRT1.1 est exprimé dans les apex des racines et dans les stomates. Au 

niveau des racines, il participe au prélèvement de NO3
-, dans les parties aériennes, il est 

impliqué dans les flux de NO3
- qui contrôlent l’ouverture stomatique. 

Des ARN ont été extraits à partir d’organes prélevés sur des plantes en état végétatif ou 

floral et sont analysés par Northern blot. L’expression d’AtNRT1.2 et AtNRT1.5 est comparée 

à celle d’AtNRT1.1. Les trois transcrits sont détectés uniquement dans les racines (Figure 4.1 

A). Compte tenu du seuil de détection de la technique de Northern blot, un transcrit peu 

abondant peut ne pas être révélé. Ce risque existe en particulier pour les gènes dont 

l’expression est restreinte à des types cellulaires peu représentés, comme les cellules de garde. 

Des expériences de RT-PCR sont donc réalisées afin de vérifier la présence des transcrits 

AtNRT1.1 et AtNRT1.5 dans les parties aériennes. Des couples d’amorces spécifiques du 

transcrit KAT2 qui code un canal potassique spécifique des cellules de garde et du 

parenchyme du phloème (Very et Sentenac, 2003), ou du transcrit de Tubuline α présent dans 
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la plupart des cellules sont utilisés comme témoins. La technique utilisée permet de détecter 

des transcrits peu abondant comme KAT2 (Figure 4.1 B). Bien que non détecté par Northern 

blot, les transcrits AtNRT1.1 sont détectés dans les parties aériennes par RT-PCR (Figure 4.1 

B). Par contre, le transcrit AtNRT1.5 n’est pas détecté dans les parties aériennes par cette 

technique (Figure 4.1 B), ce qui suggère que l’expression du gène est spécifique des racines. 

Dans un article publié en 2003, Birnbaum et al (Birnbaum et al., 2003) ont réalisé le 

transcriptome de différents tissus au cours des premier stades de différenciation de la racine 

primaire. Ces expériences ont consisté à réaliser une digestion de 3 zones de la racine 

représentant 3 stades de différenciation Figure 4.2, C). les plantes utilisées sont des 

transformants exprimant le gène de la GFP de manière tissus spécifique. Après séparation, les 

différents types cellulaires sont triés par cytométrie de flux. Les types cellulaires séparés par 

cette méthode sont représentées Figure 4.2 D. Les données concernant AtNRT1.2 et AtNRT1.5 

ont été extraits du site http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/302/5652/1956/DC1. 

La Figure 4.2 a été construite à partir des données téléchargées pour les gènes 

AtNRT1.2 et AtNRT1.5. L’expression d’AtNRT1.2 est détectée dans toutes les cellules et 

préférentiellement dans les tissus périphériques de la racine au stade le plus âgé considéré 

dans les expériences (Figure 4.2 A). Le gène AtNRT1.5 montre une spécificité tissulaire 

différente. Son expression est détectée majoritairement dans la stèle et l’endoderme de la 

racine au stade le plus âgé considéré (Figure 4.2 B). 

4.3 Alternance jour /nuit 
 

L’acquisition de N et de C sont deux processus fortement intégrés au sein de la plante. 

Ceci est expliqué par la nécessaire adéquation entre l’acquisition de N et la fourniture des 

squelettes carbonés destinés à produire les acides aminés. Un des aspects de cette intégration 

est le contrôle exercé par l’activité photosynthétique des parties aériennes sur le prélèvement 

de N par les racines. En particulier, il a été montré que la lumière exerce via les sucres 

produits par la photosynthèse et transportés vers les racines un rôle stimulateur sur 

l’expression des gènes AtNRT1.1 et AtNRT2.1 qui codent des transporteurs de NO3
-. 

L’expression d’AtNRT1.1 au cours d’un cycle jour/nuit est comparée à celle d’AtNRT1.2 et 

AtNRT1.5 dans les racines de plantes cultivées en hydroponie sur un milieu HY 1mM 

NH4NO3. On retrouve dans ces conditions la forte accumulation préférentielle du transcrit 

AtNRT1.1 à la lumière (x4, Figure 4.3). L’expression d’AtNRT1.5 est aussi stimulée à lumière 



 NH4NO3
1mM

AtNRT1.1

0h12
h
48

h

A
b

o
n

d
an

ce
 r

el
at

iv
e 

d
u

 t
ra

n
sc

ri
t

0

1

2

3

4

_______________________

 N
O

3-  
10

m
M

N
H

4N
O

3 
10

m
M

AtNRT1.1

AtNRT1.5

AtNRT1.2

25S

 NH4NO3
1mM

AtNRT1.2

0h12
h
48

h
0

1

2

3

4

_______________________

 N
O

3-  
10

m
M

N
H

4N
O

3 
10

m
M

 NH4NO3
1mM

AtNRT1.5

0h12
h
48

h
0

1

2

3

4

_______________________

 N
O

3-  
10

m
M

N
H

4N
O

3 
10

m
M

Figure 4.5 : Effet de NH4
+.

Hybridations Northern. Les plantes (6 semaines) sont cultivées en hydroponie sur 
milieu HY 1mM NO3

-. NH4NO3 1mM : plantes ayant reçu NH4NO3 1mM durant 0h, 12h 
ou 48h.  NO3

- ou NH4NO3 10mM : plantes ayant reçu NO3
- ou NH4NO3 10mM durant 

48h. A autoradiogramme, B, C et D quantifications normalisées par le 25S et exprimées 
relativement au témoin (0h NH4NO3 1mM).

0h 12
h

48
h

NH4NO3 
1mM

N
H

4N
O

3 
10

m
M

N
O

3-  1
0m

M

A

B C D



57 

avec un facteur de stimulation plus faible (x1,8, Figure 4.3). L’accumulation du transcrit 

AtNRT1.2 ne varie pas en fonction du cycle jour/nuit. 

4.4 Effet de la source de N 

4.4.1 Effet de NO3
- 

 

Un élément important de la régulation des systèmes d’absorption et d’assimilation de 

NO3
- est leur activation en présence de NO3

- dans le milieu. Cette observation physiologique 

est confirmée au niveau moléculaire, l’induction par NO3
- est une régulation commune à de 

nombreux gènes codant des enzymes et des transporteurs impliqués dans l’acquisition de 

NO3
-. 

L’effet de NO3
- est étudié chez des plantes cultivées en hydroponie sur milieu HY 

1mM NO3
-. L’ion est retiré du milieu de culture pendant 1, 2, 3 jours puis rajouté pendant 6h. 

Les ARN sont extraits des racines et les transcrits AtNRT1.1, AtNRT2.1, AtNRT1.2 et 

AtNRT1.5 sont analysés par Northern blot. Le retrait de NO3
- du milieu a un effet complexe 

dû à l’absence de l’ion mais aussi à la privation de N. La variation de l’accumulation des 

transcrits AtNRT1.1 et AtNRT2.1 en réponse à un retrait de NO3
- du milieu a déjà été décrite. 

Le suivi de l’expression de ces deux gènes permet donc de caractériser au niveau moléculaire 

l’effet du traitement. L’accumulation du transcrit AtNRT1.1 dépend de la présence de NO3
- 

dans le milieu, mais pas de la répression exercée par les assimilats azotés. Le retrait de NO3
- 

entraîne un diminution de l’accumulation du transcrit AtNRT1.1, tandis que son rajout 

s’accompagne d’un retour au niveau initial. L’expression du gène AtNRT2.1 dépend non 

seulement de la présence de NO3
- mais est aussi soumise à la répression exercée par les 

assimilats azotés. Le retrait de NO3
- du milieu a donc deux effets opposés : un effet dépressif 

lié à l’absence de l’ion, comme pour AtNRT1.1, et un effet stimulateur lié à la levée de la 

répression exercée par les métabolites azotés. Les deux phénomènes ayant des cinétiques 

différentes on observe une stimulation transitoire de l’accumulation du transcrit AtNRT2.1 

dès le 1er jour après le retrait de l’ion, un maximum (9 fois le niveau initial) après 2 jours, et 

une décroissance après 3 jours (Figure 4.4). Le rajout de l’ion après trois jours de carence 

stimule très fortement l’accumulation du transcrit (facteur 20, Figure 4.4). 6h de 

réalimentation avec NO3
- réintroduit l’induction par NO3

- ce qui aboutit à une très forte 

augmentation du niveau d’expression (100 fois supérieur niveau initial) en l’absence de 

répression par les métabolites N (Figure 4.4). 
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Le retrait ou le rajout de NO3
- du milieu ne modifie pas l’accumulation du transcrit 

AtNRT1.5 (Figure 4.4), ce qui suggère que l’expression de ce gène ne dépend pas de la 

présence de NO3
- et n’est pas réprimé par les assimilats azotés. Par contre, l’accumulation du 

transcrit AtNRT1.2 est légèrement stimulée par le retrait de NO3
- du milieu (stimulation x2, 3 

jours après le retrait de NO3
-, Figure 4.4). Cette stimulation est levée par le rajout de NO3

-. 

Cette régulation n’est probablement pas du même type que celle observée pour AtNRT2.1. Il 

semble qu’en situation de privation de N, l’éléments stimulant l’expression d’AtNRT1.2 est 

l’absence de l’ion NO3
- plutôt que la levée de la répression par les métabolites azotés. En 

effet, l’accumulation du transcrit retrouve son niveau initial immédiatement après rajout de 

NO3
- alors que le profil d’expression du gène AtNRT2.1 démontre l’absence de la répression 

par les métabolites N dans la condition. 

4.4.2 Effet de NH4
+ 

 

L’ajout de NH4
+ permet de fournir à la plante une autre source de N capable de 

modifier le statut azoté de la plante sans modifier la concentration en NO3
- du milieu. Cette 

dualité des sources de N est souvent utilisée dans des stratégies ayant pour but de découpler 

l’effet inducteur de NO3
- de son effet nutritionnel. L’ajout de NH4

+ peut aussi avoir des effets 

spécifiques liés au cation lui même. 

Le traitement consiste à transférer des plantes de 6 semaines cultivées en présence de 

NO3
- 1mM comme seule source de N sur différentes sources de N pendant 48h : NH4NO3 

1mM, NO3
- 1mM, NO3

- 10mM ou NH4NO3 10mM. Les ARN sont extraits des racines et les 

transcrits AtNRT1.1, AtNRT1.2 et AtNRT1.5 sont analysés par Northern blot. L’apport 

équimolaire de NH4
+ dans une solution nutritive contenant NO3

- provoque une forte 

augmentation de l’accumulation des transcrits AtNRT1.1 (Figure 4.5). Une stimulation plus 

modeste des niveaux des transcrits AtNRT1.2 et AtNRT1.5 est également détectée (Figure 

4.5). Cet effet est observé pour les deux concentrations de NO3
- étudiées. La stimulation de 

l’expression d’AtNRT1.1 par NH4
+ n’augmente pas proportionnellement avec la dose de NH4

+ 

apportée. En effet, cette stimulation est légèrement plus faible à 10mM qu’à 1mM NH4
+ 

(Figure 4.5). Dans le cas d’AtNRT1.5 par contre, l’effet stimulateur de NH4
+ augmente avec sa 

concentration (stimulation plus importante à 10mM qu’à 1mM, Figure 4.5). 

Dans le cas d’AtNRT1.1, les fortes concentrations de NO3
- provoquent une chute du 

niveau d’accumulation du transcrit (Figure 4.5). Ceci est probablement lié à la répression 

exercée sur l’expression du gène par la réduction de NO3
- en NO2

- (voir §4.3.3). Par contre, 
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les fortes concentrations de NO3
- n’affectent pas l’expression d’AtNRT1.5 ce qui suggère que 

le contrôle par la réduction de NO3
- n’existe pas pour ce gène (Figure 4.5). 

4.4.3 Effet de NO2
- 

 

NO2
- est le produit de la réduction de NO3

- par la NR. Des travaux menés dans l’équipe 

ont montré que c’est un puissant répresseur de l’expression du gène AtNRT1.1. Cette 

régulation touche également AtNIA1, qui code pour une des deux isoformes de la NR, mais 

n’affecte pas la plupart des autres gènes étudiés (AtNRT2.1, AtAMT1.1, AtNIA2, AtNiR, 

AtEF1α). Le mécanisme mis en jeu reste entièrement inconnu. Au démarrage de ce travail les 

expériences réalisées ne permettaient pas de d’attribuer l’effet répresseur à NO2
- ou à un 

produit de sa métabolisation. Ce point est particulièrement important car il est montré qu’à 

forte concentration de NO2
- la NR est capable de réduire NO2

- en NO, une molécule signal 

impliquée dans de nombreux processus chez les plantes. Des expériences ont donc été 

réalisées avec des molécules donneuses de NO (GSNO, SNP) ou piège à NO (PTIO) afin de 

répondre à cette question. Des plantes cultivées en hydroponie sur milieu HY 1mM NH4NO3 

sont mises en présence de NO2
- et/ou de molécules pièges ou donneuses de NO pendant 24h. 

Les ARN sont extraits et les transcrits AtNRT1.1 et AtNIA1 des racines sont analysés par 

Northern blot. L’ajout de NO2
- dans le milieu entraîne une très forte réduction de 

l’accumulation des transcrits AtNRT1.1 et AtNIA1 (Figure 4.6). Cet effet est observé même 

en présence de PTIO, alors que le NO éventuellement présent est piégé et inactif (Figure 4.6). 

Ceci montre que le NO2
- est la molécule biologiquement active de la régulation étudiée. NO a 

un effet opposé à NO2
- sur l’accumulation des transcrits AtNRT1.1 et AtNIA1 (Figure 4.6). 

Ceci est montré par l’effet des molécules donneuses de NO (augmentation du niveau des 

transcrits AtNRT1.1 et AtNIA1 après traitement avec GSNO et SNP) ou piège à NO 

(réduction du niveau d’accumulation des transcrits AtNRT1.1 et AtNIA1 après traitement 

avec PTIO). 

L’effet de NO2
- sur l’accumulation des transcrits AtNRT1.2 et AtNRT1.5 est étudié 

dans une autre expérience chez des plantes cultivées en hydroponie en présence de NO2
- 

pendant 24h. NO2
- provoque une très forte diminution de l’expression d’AtNRT1.1 mais ne 

modifie pas l’accumulation des transcrits AtNRT1.2 et AtNRT1.5 dans les mêmes conditions 

(Figure 4.7). 
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4.4.4 Effet du pH externe et de la disponibilité de K+ 

 

Le pH du milieu de culture et la disponibilité de K+ sont des paramètres qui régulent les 

flux d’ions dans la plantes, en particulier les co-transports avec H+. 

L’accumulation du transcrit AtNRT1.1 est stimulée par l’acidification du milieu de 

culture (Tsay et al, 1993). L’effet du pH externe sur l’expression des gènes AtNRT1.1, 

AtNRT1.2 et AtNRT1.5 est étudié chez des plantes cultivées en hydroponie sur des solutions 

nutritives contenant NH4NO3 1mM comme source de N et maintenues à pH5 ou 6 en présence 

de tampons organiques. La plus forte accumulation des transcrits AtNRT1.1 est observée à 

pH5 (Figure 4.8). Cette stimulation par un pH acide est retrouvée également pour les 

transcrits AtNRT1.2 et AtNRT1.5 (Figure 4.8). 

K+ est le cation majeur du cytoplasme des cellules végétales. Les mouvements de NO3
- 

et K+ sont étroitement associés notamment afin d’assurer l’électroneutralité des transports. 

L’effet d’une limitation en K+ sur l’expression des gènes AtNRT1.1, AtNRT1.2, AtNRT1.5 et 

AtNRT2.1 est étudié chez des plantes cultivées en hydroponie sur des solutions nutritives 

contenant NO3
- 3 mM comme source de N. Le traitement consiste à placer les plantes pendant 

48 ou 120h sur une solution nutritive dépourvue de K+ puis à les remettre 48h en présence de 

K+. L’effet du traitement est caractérisé en mesurant la teneur en K+ des parties aériennes des 

plantes. Le retrait du K+ de la solution nutritive entraîne une diminution de 12% de la teneur 

en K+ des parties aériennes chez les plantes traités pendant 48h et de 25% chez les plantes 

traitées pendant 120h (Figure 4.9). La chute de la teneur en K+ est totalement restaurée 

lorsque les plantes carencées sont ré-alimentées 48h avec K+ 1mM (Figure 4.9). Le retrait de 

K+ de la solution nutritive s’accompagne d’une augmentation importante du niveau 

d’accumulation (stimulation d'un facteur 5) du transcrit AtNRT1.1 dès 48h (Figure 4.10). Ce 

niveau est réduit par le traitement inverse de ré-alimentation avec K+ (Figure 4.10). Ce 

comportement n’est pas celui des autres gènes étudiés. Le retrait de K+ milieu entraîne une 

diminution de 30 à 50% de l’accumulation des transcrits AtNRT2.1, AtNRT1.2, AtNRT1.5 

(Figure 4.10, mis à part le point -K 5j ; stimulation +50%). Chez ces gènes, la ré-alimentation 

avec K+ stimule fortement l’accumulation des transcrits (facteur 1,5 dans le cas de AtNRT1.2 

et facteur 10 dans le cas d’AtNRT1.5 et AtNRT2.1). 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tableau 4.1 : Synthèse des données d’expression concernant AtNRT1.1, 
AtNRT1.2 et AtNRT1.5. 

  AtNRT1.1 AtNRT1.5 AtNRT1.2 
Domaine racines/feuilles racines racines 

NO3
- stimulé par la 

présence insensible stimulé par 
l'absence 

NH4
+ stimulé par la 

présence 

stimulé par la 
présence 
dose dépendant 

stimulé par la 
présence 

source N 

NO2
- réprimé insensible insensible 

fortes concentrations insensible insensible insensible 
jour/nuit stimulé le jour stimulé le jour insensible 

carence stimulé réprimé réprimé 

nutrition 
potassique 

réversion de 
carence 

levée de la 
stimulation 

très fortement 
stimulé 

très fortement 
stimulé 

pH stimulé  stimulé  stimulé  
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4.5 Discussion 
 

Le Tableau 4.1 récapitule les données d’expression présentées dans ce chapitre.  

Les données obtenues par Northern blot avec les GST des gènes AtNRT1.1, AtNRT1.2, 

AtNRT1.5 pour sondes confirment la plupart des tendances observées avec la membrane 

thématique. Il existe cependant des exceptions. Dans les expériences présentées dans le 

chapitre 3 un niveau anormalement élevé du transcrit AtNRT1.1 était détecté dans les feuilles 

(Tableau 3.4) et dans les racines de plantes cultivées 4 jours sans NO3
- (Tableau 3.6). Ces 

résultats ne sont pas confirmés dans les expériences de Northern blot, qui, par contre, 

corroborent ceux déjà publiés. L’expression du gène AtNRT1.1, détectée préférentiellement 

dans les racines, est fortement dépendante de la présence de NO3
- dans le milieu de culture. 

Les données générées avec la membrane thématique pour ce gène sont peu fiables. Les 

données de la membrane thématique indiquaient un niveau faible mais significatif de 

transcrits AtNRT1.5 dans les feuilles (Tableau 3.4). Ce résultat n’a pas non plus été confirmé 

par Northern blot ou RT-PCR. Il semble qu’un bruit de fond anormalement élevé est associé à 

cette GST. En dehors de ces exceptions toutes les autres régulations identifiées avec la 

membrane basse densité ont été validées par Northern Blot. Ces quelques réserves soulignent 

l’importance de confirmer les données issues d’analyse à large échelle par d’autres techniques 

lorsqu’on cible les variations quantitatives de l’expression individuelle de gènes. 

Un point commun des gènes étudiés est leur expression préférentielle dans la racine. Ce 

résultat confirme les données publiées concernant AtNRT1.1 (Tsay et al., 1993) et AtNRT1.2 

(Huang et al., 1999). Ce caractère général peut recouvrir des profils d’expression différents au 

niveau tissulaire. C’est le cas pour les 2 gènes de référence que nous avons choisis qui sont 

tous les deux impliqués dans l’influx de NO3
- à partir du milieu extérieur. AtNRT2.1 est 

exprimé dans la zone corticale de la racine mature et AtNRT1.1 dans les apex racinaires (Guo 

et al., 2001, Nazoa et al., 2003). C’est probablement aussi le cas pour AtNRT1.2 et AtNRT1.5. 

La consultation des transcriptomes de types cellulaires séparés après digestion ménagée de 

jeunes racines (Birnbaum et al., 2003) suggère qu’AtNRT1.5 est exprimé dans la stèle tandis 

qu’AtNRT1.2 est présent dans les différents types cellulaires. Bien entendu, ces données 

grossières doivent être confirmées par des expériences plus fines de localisation in situ ou de 

fusion avec un gène rapporteur. L’expression d’AtNRT1.5 dans la stèle suggère une fonction 

particulière pour ce gène. Cortex et cylindre central sont deux régions fonctionnellement 

différentes vis-à-vis des flux d’ions et en particulier de NO3
- (Clarkson et Lüttge, 1991). Les 
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trois couches cellulaires périphériques de la racine (épiderme, cortex et endoderme) délimitent 

une région où il n’existe aucun obstacle à la diffusion des ions dans l’apoplasme. Dans cette 

zone, les ions ont accès aux sites d’absorption présents à la surface des cellules. La zone 

corticale constitue la surface d’absorption des ions réelle de la racine. Au niveau de 

l’endoderme, la bande de Caspari est un obstacle à la diffusion radiale des ions vers le 

cylindre central par voie apoplasmique. Au delà de cette barrière l’acheminement des ions 

vers les vaisseaux du xylème impose un passage par voie symplasmique vers la stèle. Le 

cylindre central est traversé par les vaisseaux du xylème dans lequel circule la sève brute qui 

achemine une partie importante des ions absorbés vers les parties aériennes. En conséquence, 

en situation de non perturbée, la zone corticale est en moyenne une zone d’influx net de NO3
- 

tandis que le cylindre central une zone d’efflux net de l’ion vers le xylème.  

Comme AtNRT1.1, le transcrit AtNRT1.5 s’accumule préférentiellement le jour, tandis 

que le niveau d’accumulation du transcrit  AtNRT1.2 ne varie pas au cours du nycthémère. La 

régulation par la lumière est un caractère commun a beaucoup de gènes impliqués dans le 

transport et l’assimilation de N. Elle est liée à l’activité photosynthétique de la plante et à la 

fourniture de sucres aux organes (Lejay et al., 2003). Cette régulation est expliquée par la 

nécessaire coordination qui doit exister entre l’absorption, l’assimilation de N et la fourniture 

des squelettes carbonés par la photosynthèse pour synthétiser les acides aminés. La 

stimulation par les sucres pour un transporteur de NO3
- est une régulation cohérente avec un 

rôle dans la nutrition azoté de la plante, ce qui a déjà été montré pour AtNRT1.1 et 

AtNRT2.1. 

Les modifications de la source de N entraînent des variations de l’expression 

d’AtNRT1.2 et AtNRT1.5. Ces variations traduisent des régulations originales de ces deux 

gènes par rapport à celles déjà connues des deux gènes de références AtNRT1.1 et AtNRT2.1. 

A la différence d’AtNRT1.1, d’AtNRT2.1, et de beaucoup d’autres gènes impliqués dans le 

transport ou l’assimilation de NO3
-, l’expression d’AtNRT1.2 et AtNRT1.5 ne dépend pas de la 

présence de l’ion NO3
-. L’expression d’AtNRT1.5 n’est pas modifiée par le retrait de l’ion du 

milieu, tandis que celle d’AtNRT1.2 est légèrement stimulée. Bien que ces résultats doivent 

être confirmés au niveau protéique, il est probable qu’AtNRT1.2 et AtNRT1.5 n’appartiennent 

pas à une composante inductible du transport de NO3
- dans la plante. Ce résultat confirme les 

données de Huang et al. (1999), qui concluaient au caractère « constitutif » de l’expression 

d’AtNRT1.2. 

Le retrait de la source de N a également pour conséquence la levée de la répression 

exercée par les assimilats azotés sur l’absorption de NO3
-. Nos résultats confirment qu’une 
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cible majeure de ce rétro-contrôle négatif exercé par les métabolites N est AtNRT2.1 qui, dans 

ces conditions, est fortement stimulé (Munos et al., 2004, Cerezo et al., 2001). La levée de 

répression se caractérise par la stimulation transitoire de l’expression d’AtNRT2.1 lors des 

premiers jours de privation de N dans nos expériences. La légère stimulation de l’expression 

d’AtNRT1.2 dans les mêmes conditions suggère que l’expression de ce gène peut être 

partiellement contrôlée par le même mécanisme. Ce comportement n’est pas celui 

d’AtNRT1.5 ou AtNRT1.1 dont l’expression est insensible à la répression exercée par les 

assimilats azotés. Une autre manière de faire varier la source de N est d’ajouter NH4
+ dans un 

milieu contenant NO3
-. L’ajout d’une autre source d’N provoque une fourniture accrue 

d’assimilats azotés à la plante et une réponse compensatoire négative de l’absorption de NO3
- 

afin d’ajuster le prélèvement de N à la demande de la plante. La forte répression de 

l’expression d’AtNRT2.1 caractérise la répression accrue exercée par les métabolites N 

(Munos et al., 2004). L’absence de répression d’AtNRT1.2 dans ces conditions ne confirme 

pas l’hypothèse d’un contrôle de l’expression du gène par les métabolites N. La légère 

stimulation observée lors d’une privation totale d’N n’est donc probablement pas due à un 

contrôle par le statut azoté de la plante, mais plutôt à un signal « local » lié à l’absence de 

NO3
- (ou de source de N). L’ajout de NH4

+ entraîne une plus forte accumulation des transcrits 

AtNRT1.1, AtNRT1.2 et AtNRT1.5 dans la racine. La stimulation de l’expression 

d’AtNRT1.1 par NH4
+ en situation de nutrition mixte n’a pas été décrite à ce jour. Ce résultat 

est cohérent avec les données fonctionnelles obtenues avec le mutant chl1.5 (Touraine et 

Glass, 1997, Huang et al., 1996, Liu et al., 1999), qui montre que le déficit d’absorption à 

basse affinité de NO3
- associé à la perte d’AtNRT1.1 est plus élevé en situation de nutrition 

mixte (NH4NO3) qu’en nutrition nitrique. La signification biologique d’un mécanisme qui 

tend à stimuler l’expression de transporteurs de NO3
- lorsque NH4

+ est ajouté reste à 

approfondir. Une hypothèse est qu’il vise à prévenir l’effet délétère d’une nutrition 

ammoniacale pure. Bien que NH4
+ est une forme plus réduite de N que le NO3

-, beaucoup 

d’espèces végétales supportent mal une nutrition azotée exclusivement à base de NH4
+, qui 

provoque un syndrome ammoniacal (Mehrer et Mohr, 1989) De fait, la plupart des espèces 

herbacées atteignent leur plus fort niveau de croissance en nutrition mixte (Salsac et al., 1987, 

Volk et al., 1992). L’existence d’un tel mécanisme régulateur a déjà été proposé afin 

d’expliquer la surexpression d’AtNRT2.1 chez le mutant chl1.5 cultivé sur NH4NO3 (Munos et 

al., 2004). Chez ce mutant, en situation de nutrition mixte, le déficit d’absorption de NO3
- lié 

à l’absence d’AtNRT1.1 est partiellement compensée dans le domaine des basses 

concentrations par la sur-expression d’AtNRT2.1. Plusieurs éléments suggèrent l’existence 
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d’une régulation de ce gène par une demande spécifique en NO3
- non liée à la fourniture 

d’assimilats azotés. Nos résultats suggèrent que le même type de contrôle pourrait s’exercer 

sur d’autres gènes impliqués dans le transport de NO3
- comme AtNRT1.2 et AtNRT1.5. 

Des travaux réalisés précédemment dans l’équipe ont montré que NO2
- qui est le produit 

de la réduction de NO3
- par la NR a un effet répresseur très puissant sur l’expression 

d’AtNRT1.1 dans la racine (Loqué et al., 2003). Bien qu’appartenant à la même famille de 

gènes, AtNRT1.2 et AtNRT1.5 ne présentent pas le même type de régulation, ce qui suggère 

qu’il ne s’agit pas d’un caractère général à ce groupe de gènes. L’utilisation de molécules 

piège ou donneuses de NO nous a permis de préciser que l’effet répresseur observé est 

vraisemblablement lié à NO2
- lui même et non à sa dégradation en NO. La signification 

biologique de cette régulation reste hypothétique. L’idée la plus couramment admise est qu’il 

existe un large excès d’activité NiR dans les tissus et que NO2
- est un intermédiaire 

métabolique qui n’est généralement pas accumulé dans la cellule (Beevers et Hageman, 

1980). Cependant plusieurs éléments suggèrent que ce modèle général doit être remis en 

cause. Des résultats récents obtenus avec des lignées transgéniques sur-exprimant la NiR 

d’épinard suggèrent que la réduction de NO2
- peut dans certains cas être considérée comme 

une étape métabolique limitante dans la voie d’assimilation (Takahashi et al., 2001). Par 

ailleurs, il est connu depuis longtemps qu’en situation d’hypoxie les racines accumulent et 

excrètent NO2
- (Botrel et al., 1996). Cette caractéristique a été largement exploitée pour 

mesurer l’ANR in vivo (Radin, 1974). Dans les racines le NADPH issu de la voie des 

pentoses phosphates est utilisé pour réduire la ferredoxine, qui elle même fournit le pouvoir 

réducteur à la NiR. En absence d’oxygène, l’activité de la voie des pentoses phosphates est 

largement ralentie en raison d’un détournement de l’essentiel du carbone vers la glycolyse 

pour la production anaérobie d’ATP. La NiR est inactive faute de source de pouvoir 

réducteur, et en conséquence NO2
- s’accumule. L’hypoxie est une situation physiologique 

régulièrement rencontrée par les racines notamment en situation d’excès d’eau. Une 

hypothèse propose que la régulation de transporteurs de NO3
- par NO2

- est un mécanisme de 

retro-inhibition destiné à limiter l’accumulation toxique de NO2
-. La raison pour laquelle 

AtNRT1.1 est spécifiquement ciblé par ce mécanisme est une question qui reste à élucider. 

L’expression des gènes étudiés est fortement modulée dans la racine en fonction de 

variations de la disponibilité de K+. Deux types de comportements sont observés. Dans le cas 

d’AtNRT1.1, la limitation en K+ stimule fortement l’expression du gène tandis que la ré-

alimentation par K+ a l’effet inverse. Dans le cas des trois autres gènes AtNRT1.2, AtNRT1.5 

et AtNRT2.1, la limitation en K+ s’accompagne au contraire d’une légère diminution de 
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l’expression du gène. Le traitement de ré-alimentation par K+ entraîne un forte stimulation du 

niveau d’expression par rapport au niveau initial. La stimulation de l’expression d’AtNRT1.1 

par la carence en K+ n’a à notre connaissance jamais été décrit. La diminution de 

l’accumulation du transcrit AtNRT2.1 en réponse à la carence en K+ et sa stimulation après ré-

alimentation a déjà été mis en évidence dans des expériences de microarray (Maathuis et al., 

2003, Armengaud et al., 2004). L’effet stimulateur de K+ sur le transport de NO3
- dans la 

racine est connu depuis longtemps (MacRobbie, 1971). La présence de K+ affecte de manière 

différentielle les deux étapes du transport NO3
- de la racine (la stimulation est beaucoup plus 

marquée sur la translocation que sur l’absorption, (Rufty et al., 1981). Si la signification 

biologique de la stimulation de l’expression d’AtNRT1.1 par la carence en K+ reste à élucider, 

la stimulation des trois autres gènes est cohérente avec les données physiologiques. Un des 

effets de la privation totale de K+ est un ralentissement de la croissance de la plante qui, en 

conséquence, s’accompagne d’une baisse de la demande en N de la plante. L’effet stimulateur 

de la ré-alimentation en K+ correspondrait à une reprise active de la croissance. Cet effet de la 

carence en K+ sur la croissance pourrait expliquer à lui seul les variations d’expression 

d’AtNRT2.1, dont il a été montré que le niveau d’expression est fortement corrélé à la 

demande en N de la plante (Lejay et al., 1999, Gansel et al., 2001). Cependant, la stimulation 

parallèle de l’expression des gènes AtNRT1.2 et AtNRT1.5 ne peut pas être expliquée par cette 

hypothèse, car les expériences de privation de N ont montré que l’expression de ces gènes 

n’est pas régulée par le statut azoté et la demande en N de la plante. L’existence d’un 

mécanisme régulateur directement lié à la disponibilité de K+ de ces transporteurs est une 

hypothèse qui mérite d’être étudiée. 

L’expression d’AtNRT1.2 et AtNRT1.5 comme celle d’AtNRT1.1 est fortement stimulée 

dans la racine par l’acidification du milieu de culture, suggérant qu’il s’agit d’une 

caractéristique commune de ce groupe de gènes. Ce comportement s’oppose à celui d’AtNIA1, 

AtNIA2 et AtNiR, codant respectivement les 2 isoformes de la NR et la NiR chez Arabidopsis, 

dont l’expression est réprimée dans les mêmes conditions (Loqué et al., 2003). Les études 

électrophysiologiques réalisées dans l’ovocyte de Xénope suggèrent qu’AtNRT1.1 

transporterait NO3
- via un co-transport avec H+ (Tsay et al., 1993). Certain auteurs ont 

suggéré que le gène pourrait avoir un rôle dans la régulation du pH intracellulaire (Meraviglia 

et al., 1996). Ces données montrent que le pH externe est un paramètre important lié à 

l’activité de transport de ce type de gène. Cependant le rôle biologique de la régulation de ces 

gènes par le pH externe reste à déterminer. 



Figure 5.2 : Site d’insertion de l’ADN-T dans le gène AtNRT1.2 chez le mutant 
atnrt1.2 ::T.
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Figure 5.1 : Localisation de l’expression du gène AtNRT1.5 dans la plante.
RT-PCR réalisées sur des ADNc de parties aériennes (PA) et racines (R) des génotypes 
Columbia (Col) et atnrt1.5 : :T (M). Les plantes (6 semaines) ont été cultivées en 
hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3.
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5 Chapitre V 

 

 

CARACTERISATION FONCTIONNELLE DES MUTANTS ATNRT1.2 ::T ET 
ATNRT1.5 ::T 

 

5.1 Introduction 
 

Les approches présentées dans ce chapitre sont complémentaires de celles présentées 

dans le chapitre précédent. L’objectif du travail est ici de caractériser la fonction d’AtNRT1.2 

et AtNRT1.5 (At1g32450) chez des mutants d’insertion ADN-T de ces gènes. 

En ce qui concerne AtNRT1.5, ce travail est, à notre connaissance, la première tentative 

destinée à identifier sa fonction. Les études d’expression décrites dans le chapitre précédent 

suggèrent qu’ATNRT1.5 est exprimé dans la racine et plus particulièrement dans les tissus de 

la stèle, ce qui amène l’hypothèse d’un rôle dans la translocation de NO3
- des racines vers les 

parties aériennes. La caractérisation fonctionnelle de ce gène est réalisée dans le cadre d’une 

collaboration avec le groupe du Pr Y.F.Tsay (Academia Sinica, Tapei, Formose). Par 

expression hétérologue dans l’ovocyte de Xénope, ce groupe a  montré qu’AtNRT1.5 est un 

transporteur de NO3
- qui permet l’entrée de NO3

- dans la cellule (Pr Y.F. Tsay, 

communication personnelle). Ce groupe nous a fournit un mutant porteur d’un ADN-T inséré 

dans la partie codante du gène (insertion homozygote). Des expériences de Northern blot 

(données non montrées) et de RT-PCR réalisées sur des plantes sauvages (écotype Columbia) 

et mutantes cultivées en hydroponie au laboratoire ont confirmé l’absence du transcrit 

AtNRT1.5 chez le mutant atnrt1.5 ::T (Figure 5.1). 

Les éléments de caractérisation fonctionnelle obtenus pour AtNRT1.2, aussi bien en 

système hétérologue (ovocyte de Xénope) qu’in planta (lignées anti-sens), indiquent qu’il 

s’agit d’un transporteur de NO3
- à faible affinité (Huang et al., 1999). Dans la mesure où 

l’accumulation des transcrits AtNRT1.2 ne nécessite pas l’apport préalable de NO3
- aux 

plantes (Huang et al., 1999, Okamoto et al., 2003), l’expression de ce gène est dite 

« constitutive », par opposition aux gènes de transporteurs inductibles par NO3
- lui-même 

(exemples d’AtNRT1.1 et AtNRT2.1). Cette caractéristique est confirmée par notre étude 
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puisque que la carence stimule l’expression du gène et que la ré-alimentation en NO3
- à la 

suite d’une période de privation de N réduit le niveau d’accumulation des transcrits 

AtNRT1.2 dans les racines. Ces considérations justifient un intérêt particulier pour AtNRT1.2, 

car chez de nombreuses espèces, l’activité du système de prélèvement racinaire de NO3
- à 

faible affinité (LATS) semble de la même manière être peu ou pas inductible par NO3
- 

(Crawford et Glass, 1998). L’hypothèse qu’AtNRT1.2 constitue une composante importante 

de ce LATS est de plus très fortement suggérée par l’observation qu’en l’absence d’induction 

préalable par NO3
-, plusieurs lignées anti-sens AtNRT1.2 présentent une activité d’absorption 

de NO3
- à faible affinité fortement diminuée par rapport au sauvage (de 44 à 73%), alors que 

l’activité à forte affinité n’est pas altérée (Huang et al., 1999). Cependant, cette déficience du 

LATS chez les lignées anti-sens AtNRT1.2 est nettement moins prononcée (10% seulement) à 

l’issue d’une longue période (14 j) d’alimentation avec une concentration élevée (25 mM) de 

NO3
- (Huang et al., 1999), suggérant que d’autres transporteurs à faible affinité, inductibles 

par NO3
-, sont capables de compenser une activité réduite d’AtNRT1.2. Plusieurs éléments 

nous ont amené à poursuivre le travail de caractérisation de la fonction in planta d’AtNRT1.2. 

Premièrement, seules les vitesses de prélèvement net sur solutions à forte concentration de 

NO3
- (5 à 25 mM) ont été mesurées. D’une part, ceci ne permet pas de savoir si les 

modifications observées sont dues à l’influx et/ou à l’efflux unidirectionnels. D’autre part, ces 

vitesses ne caractérisent pas spécifiquement le fonctionnement du système d’absorption à 

faible affinité, dans la mesure où elles résultent de l’activité cumulée du HATS et du LATS. 

Deuxièmement, l’inhibition spécifique de l’accumulation des ARNm AtNRT1.2 dans les 

lignées anti-sens étudiées par Huang et al. (1999) n’a pas été démontrée, puisque l’expression 

des autres gènes PTR, parfois très homologues à AtNRT1.2, n’y a pas été caractérisée. 

La régulation de l’expression d’AtNRT1.2 par les métabolites N a été laissée de côté 

dans les travaux réalisés sur ce gène (Huang et al., 1999, Okamoto et al., 2003). Pour 

l’instant, seule la rétro-inhibition exercée par ces métabolites sur l’activité du HATS et sur 

l’expression d’AtNRT2.1 est abondamment documentée (Crawford et Glass, 1998, Lejay et 

al., 1999, Zhuo et al., 1999, Cerezo et al., 2001, Gansel et al., 2001). Ainsi, la répression des 

systèmes de transport de NO3
- par le statut nutritionnel en N de la plante est nettement mieux 

connue pour ceux à forte affinité que pour ceux à faible affinité. Il s’agit d’un paradoxe, car 

cette répression est active lorsque le niveau d’alimentation de la plante en NO3
- est élevé, 

c’est à dire dans des conditions où le prélèvement racinaire est surtout réalisé par les systèmes 

à faible affinité. Un travail antérieur réalisé dans l’équipe a montré que le retrait de NO3
- du 

milieu extérieur aboutit à une diminution de l’influx de NO3
- attribuable au LATS, suggérant 
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Figure 5.3 : Répartition de la biomasse.
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que ce système n’est pas réprimé par les métabolites N mais plutôt induit par NO3
- lui-même 

(Lejay et al., 1999). Nos résultats indiquent par contre que l’accumulation des transcrits 

AtNRT1.2 est augmentée par la carence en N, et revient à son niveau initial après ré-

alimentation par NO3
- (voir Figure 3.7 et §4.4.1). Ceci suggère l’existence d’une composante 

du LATS soumise à un contrôle négatif par le statut nutritionnel de la plante en N. Pour toutes 

ces raisons, il nous a paru nécessaire de mener, chez un mutant KO d’AtNRT1.2, une étude 

plus détaillée des activités HATS et LATS au niveau de l’influx proprement dit. Un mutant 

disrupté dans le gène AtNRT1.2 a été identifié dans la banque de lignée d’insertion de l’INRA 

de Versailles (Figure 5.2). 

5.2 atnrt1.5 ::T 

5.2.1 Morphologie 

 

Le mutant atnrt1.5 ::T ne présente pas d’anomalie morphologique marquée par rapport 

au sauvage. La biomasse sèche des racines du mutant est comparable à celle du sauvage 

(Figure 5.3 A). Le rapport des masses sèches parties aériennes : : racines est légèrement plus 

élevé chez le mutant que chez le sauvage (Figure 5.3 B) indiquant que les parties aériennes du 

mutant sont un peu plus développées que celles du sauvage. Cet élément est confirmé par la 

mesure de la surface foliaire du mutant qui se révèle un peu plus importante que celle du 

sauvage (Figure 5.3 C). 

5.2.2 Absorption des anions (NO3
-, SO4

2-, PO4
3-) 

 

Les teneurs en anions des racines et des parties aériennes des plantes sauvages et 

mutantes sont mesurées sur des extraits ioniques par Chromatographie HPIC. Les teneurs des 

anions majeurs (NO3
-, SO4

2-, PO4
3-) et mineurs (fluorure, chlorure, malate, citrate) sont 

similaires chez les plantes sauvages et mutantes (Figure 5.4). Par ailleurs, aucune différence 

de teneur en N total n’est détectée (Figure 5.5). 

Les vitesses d’absorption des anions minéraux majeurs sont mesurées. Les plantes sont 

cultivées sur un milieu HY en présence de NH4NO3 5mM comme seule source de N. La 

mesure est réalisée en présence de NH4NO3 4mM en utilisant l’ion 15NO3
- comme traceur. 

L’abondance de l’isotope lourd dans les tissus est mesurée par spectrométrie de masse 

isotopique. Des temps de marquage de 5, 30 et 180 minutes sont utilisés. En temps courts (5 



Figure 5.6 : Absorption de NO3
- en 

présence de NH4NO3.
Les plantes (6 semaines) ont été 
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2-.
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minutes), le traceur transporté à l’intérieur de la cellule est dilué dans le pool intracellulaire de 
14NO3

- et l’efflux de 15NO3
- est considéré comme négligeable. La mesure peut alors être 

extrapolée à un influx unidirectionnel. Pour des temps de marquage plus longs, l’efflux ne 

peut plus être négligé, la mesure correspond au bilan net des influx et efflux unidirectionnels 

de traceur. A 180 minutes, on considère qu’un régime stationnaire d’absorption est établi et 

que l’accumulation du traceur dans la plante correspond à une mesure d’absorption nette. Le 

temps 30 minutes est considéré comme intermédiaire entre la mesure d’influx (5 minutes) et 

la mesure de bilan net (180 minutes). Bien qu’en moyenne l’absorption de NO3
- soit très 

légèrement inférieure chez le mutant atnrt1.5 ::T  par rapport au sauvage pour les marquages 

en temps court (5 et 30 minutes, Figure 5.6), cette différence  n’a pas de valeur statistique (T-

test, pas de différence au seuil de 5%). Elle n’est d’ailleurs plus retrouvée lorsque le temps de 

marquage utilisé est de 180 minutes (Figure5.6).  

L’effet de la source de N sur l’absorption de NO3
- est étudié. Les plantes sont cultivées 

sur un milieu HY en présence de NO3
- 5mM comme seule source de N. Les mesures 

d’absorption sont faites sur cette même source de N à une concentration externe 4mM en 

présence du traceur 15NO3
-. Les résultats ne révèlent pas de différence significative de 

l’absorption de NO3
- entre mutant et sauvage (Figure 5.7).  

Ensemble, ces résultats suggèrent qu’AtNRT1.5 n’est pas impliqué dans l’étape initiale 

d’absorption de NO3
- dans la plante dans ces conditions. Afin de déterminer si l’absorption 

d’autres anions majeurs est perturbée chez le mutant, l’absorption de SO42- et PO4
3- est 

mesurée en utilisant 35SO42- et 33PO4
3- comme traceurs. Les marquages sont fait dans le milieu 

de culture en présence des traceurs radioactifs (PO4
3-, SO4

2-). L’abondance des isotopes 

radioactifs dans les tissus est mesurée en scintillation. Pour les 2 anions considérés, les 

absorptions mesurées chez le mutant sont équivalentes à celles du sauvage (Figure 5.8, T-test, 

pas de différence au seuil de 5%).  

5.2.3 Translocation des anions  

5.2.3.1 Translocation de NO3
-  

 

Le devenir des ions NO3
- absorbé dans la plante a été étudié à une concentration 

externe de 4mM de NH4NO3 en utilisant 15NO3
- comme traceur. Les plantes sont cultivées sur 

un milieu HY en présence de NH4NO3 5mM comme seule source de N. Comme 

précédemment, des temps de marquage de 5, 30 et 180 minutes sont utilisés. La teneur de 15N 
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augmente en fonction du temps de marquage dans les différents organes (Figure 5.9). Sauvage 

et mutant présentent des cinétiques d’accumulation différentes de l’isotope lourd (Figure 5.9). 

Dans les racines, l’accumulation du 15N est similaire chez les deux génotypes pour les 

marquages de 5 et 30 minutes, mais est plus forte chez le mutant lorsque le temps de 

marquage est de 180 minutes (Figure 5.9 A). A l’inverse, l’accumulation du 15N dans les 

parties aériennes est systématiquement réduite chez le mutant comparé au sauvage quelque 

soit le temps de marquage (Figure 5.9 B). Ces différences d’accumulation du traceur dans les 

organes aériens suggèrent que l’exportation du NO3
- vers les parties aériennes est affectée par 

la disruption du gène AtNRT1.5. En effet, pour une absorption nette de NO3
- équivalente, le 

blocage de cette étape doit théoriquement s’accompagner d’une augmentation de 

l’accumulation de 15N dans les racines et d’une diminution de celui-ci dans les parties 

aériennes. La translocation du 15N des racines vers les parties aériennes est estimée en 

rapportant par plante la quantité de 15N des parties aériennes à celles des racines chez les deux 

génotypes (Figure 5.10 A). Le ratio est diminué chez le mutant par rapport au sauvage, 

quelque soit le temps de marquage considéré. Cette effet de la mutation sur la translocation 

n’est pas expliquée par la légère disparité de taille des organes aériens du sauvage et du 

mutant car la différence entre génotypes est maintenu si l’on rapporte la teneur de 15N des 

parties aériennes à celle des racines (Figure 5.10). 

 

L’effet de la source de N est étudiée. Les plantes sont cultivées en hydroponie en 

présence de NO3
- 5mM comme source de N (au lieu de NH4NO3 5mM  dans les conditions 

précédentes). La translocation de 15N est mesurée à une concentration externe de 4mM de 

NO3
- en utilisant 15NO3

- comme traceur. Dans ces conditions, les plantes sauvages ont des 

niveaux d’accumulation de 15N plus importants que celles cultivées sur NH4NO3 (Figure 5.9 

et 5.11). Cette augmentation de la teneur en 15N touche préférentiellement les racines 

(+100%) par rapport aux parties aériennes (+30%) (Figure 5.9 et 5.11). Sur NO3
-, le 

prélèvement accru du traceur n’est pas accompagné d’une augmentation proportionnelle de 

translocation du traceur. Le ratio de translocation (qté 15N parties aériennes/ qté 15N racines) 

est réduit d’un facteur 2 (Figure 5.10 5.12). Dans ces conditions également, le sauvage et le 

mutant ont des cinétiques d’accumulation de 15N dans les racines et les parties aériennes 

différentes (Figure 5.11). Une réduction de la translocation 15N des racines vers les parties 

aériennes peut être mise en évidence chez le mutant pour les temps de marquage courts 

(Figure 5.12). Néanmoins le phénotype observé est nettement moins intense que dans le cas 
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NH4NO3 mesurées pendant 7h. n=10 par génotype, les barres verticales représentent 
les écart types.

Translocation de 33PO4
3- et de 35SO4

2-

Phosphate Sulfate

qt
é 

P
A

 / 
qt

é 
R

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

atnrt1.5::T
Col

Figure 5.14 : Translocation de PO4
2- et de SO4

2-.
Les plantes (6 semaines) ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3. 
Les plantes sont incubées 30 minutes sur milieu HY 5mM NH4NO3

- présentant une 
activité spécifique de 7,24x1011dpm.mol-1 de SO4

2- ou 2,21x1011dpm.mol-1 de PO4
3-. 

n=10 par génotype, les barres verticales représentent les écart types.
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des plantes cultivées sur NH4NO3. Ce résultat suggère qu’AtNRT1.5 revêt une importance 

variable suivant la source de N. 

5.2.3.2 Transpiration 

 

L’exportation des ions des racines vers les parties aériennes est le résultat non 

seulement de l’étape de sécrétion des ions qui ont été absorbés au niveau de la zone corticale 

de la racine vers la sève du xylème mais aussi de la montée de la sève vers les parties 

aériennes. La montée de la sève dans nos conditions d’étude (70% HR, lumière) est, pour 

l’essentiel, lié au flux d’eau transpiré par la plante. Afin de distinguer quel aspect de la 

translocation est affecté chez le mutant, des mesures de transpiration sont effectuées chez des 

plantes cultivées dans les conditions ou la translocation de 15N est la plus affectée (plantes de 

6 semaines cultivées en hydroponie en présence de NH4NO3 5mM comme seule source de N). 

Les flux de transpiration sont rapportés à la surface foliaire ou à la masse de racines (Figure 

5.13). Aucune différence significative entre plantes sauvages et mutantes n’est observée, la 

tendance étant plutôt une transpiration plus forte du mutant que du sauvage (tendance non 

significative, T-Test au seuil de 5%, Figure 5.13 B). L’effet de la mutation sur la translocation 

de NO3
- des racines vers les parties aériennes ne peut dans ces conditions être attribué à une 

défaut de transpiration ou de flux de sève chez le mutant. Il est donc probable que la fonction 

affectée chez les plantes mutantes est la sécrétion des ions dans le xylème. 

5.2.3.3 Translocation de PO4
3-  et SO4

2- 

 

La spécificité ionique du phénotype du mutant atnrt1.5 ::T est abordée en analysant la 

translocation de PO4
3- et SO4

2- vers les parties aériennes chez le mutant et le sauvage. 

L’acquisition et la répartition de SO42- et PO4
3- entre racines et parties aériennes sont 

mesurées en utilisant 35SO42- et 33PO4
3- comme traceurs, avec des temps de marquage de 30 

minutes. L’abondance des isotopes radioactifs dans les tissus est mesurée en scintillation. La 

translocation des ions des racines vers les parties aériennes est estimée en rapportant par 

plante la quantité de traceur des parties aériennes à celles des racines chez les deux génotypes 

(Figure 5.14). Dans les deux cas la translocation du traceur n’est pas affectée ou légèrement 

plus importante chez le mutant en comparaison du sauvage. Le phénotype de défaut de 

translocation observé chez le mutant est donc spécifique de NO3
- et ne peut être attribué à un 

effet général affectant l’exportation des ions vers les parties aériennes. 
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Figure 5.15 : Comparaison du flux de transpiration des plantes intactes et des 
flux  d’exsudation de sève des racines excisées.
Les plantes (6 semaines) ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3. 
Pour ES (exsudation spontanée) et P (pressurisation), flux de sève mesuré à pression 
atmosphérique ou sous pression (3,5Atm) sur racines excisées. n=4 pour ES et n=10 
pour P, les barres verticales représentent les écart types. Pour transpiration, pertes 
en eau ramenées à la MS de racines mesurées pendant 7h. n=10 par génotype, les 
barres verticales représentent les écart types.
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Figure 5.16 : Comparaison des vitesses d’absorption de 15NO3
- des plantes 

intactes et des racines excisées.
Les plantes (6 semaines) ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3. 
Pour ES et P, quantité de NO3

- marqué au 15N rapporté à la MS de racines et au temps 
prélevée par les racines excisées au cours des expériences de récolte de sève. n=4 
pour ES et n=10 pour P, les barres verticales représentent les écart types. Pour plante 
entière, des plantes ont été incubées sur milieu HY 5mM NH4NO3 dont le NO3

- est 
marqué au 15N. n=10 par génotype, les barres verticales représentent les écart types.
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5.2.3.4 Sécrétion de NO3
- dans la sève 

 

Les expériences de marquage sur plante entière suggèrent qu’AtNRT1.5 contribue à la 

sécrétion de NO3
- dans la sève. Des expériences sont réalisées afin de caractériser cette 

fonction chez le mutant. Les collectes de sève du xylème sont faites sur des racines excisées. 

Les plantes sont cultivées sur milieu HY en présence de NH4NO3 5mM comme seule source 

de N. Les parties aériennes des plantes sont séparées des racines au niveau de la courte tige 

située à la base de la rosette. Les racines excisées sont maintenues dans le milieu à une 

concentration externe de 4mM de NH4NO3 en utilisant 15NO3
- comme traceur. La quantité de 

15NO3
- est mesurée dans la sève du xylème et dans les racines des deux génotypes. A pression 

atmosphérique, en absence du « moteur » lié à la transpiration, le système racinaire exsude de 

la sève du xylème au niveau de la blessure (exsudation spontanée, ES) avec un débit 

nettement inférieur au flux de transpiration (Figure 5.15 ES et transpiration). Cette faiblesse 

du flux de sève est corrélée avec une absorption nette de traceur réduite chez le sauvage 

(Figure 5.15 ES et plante entière). En plaçant les racines sous pression, on peut ajuster le débit 

d’exsudation de la sève à une valeur proche du flux de transpiration (exsudation sous 

pression, Figure 5.15 P et transpiration). Dans ces conditions, l’absorption nette de NO3
- par 

les racines excisées des plantes sauvages atteint une valeur du même ordre de grandeur que 

celle d’une plante entière (Figure 5.15 P et plante entière). 

De manière inattendue, dans les deux dispositifs expérimentaux (exsudation sous 

pression ou spontanée), le débit de sève est plus élevé chez le mutant que chez le sauvage 

(Figure 5.15). Dans les deux cas le flux d’eau traversant la racine est près de deux fois plus 

élevé chez le mutant que chez le sauvage. L’augmentation du flux traversant la racine chez le 

mutant s’accompagne aussi d’un accroissement de la vitesse d’absorption de NO3
- (Figure 

5.16). En conséquence, la quantité de 15NO3
- accumulé dans la racine ou excrété dans la sève 

est plus élevée chez le mutant que chez le sauvage dans les 2 dispositifs (Figure 5.17). Alors 

que (i) la concentration de NO3
- dans la sève (Figure 5.18) est du même ordre de grandeur  

chez les deux génotypes, et (ii) la part du 15N absorbé excrété dans la sève est équivalente 

chez les 2 génotypes (Figure 5.19). Le mutant excrète plus de 50% de plus de 15NO3
- vers la 

sève que le sauvage en exsudation forcée ou spontanée (Figure 5.17). Cette différence 

d’absorption nette de NO3
- entre le sauvage et le mutant est donc strictement corrélée au 

volume de sève exsudé. 

On ne retrouve pas sur racines excisées le déficit de translocation mis en évidence chez 

le mutant en plante entière. Un résultat particulièrement inattendu est la stimulation des flux 
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Figure 5.17 : Accumulation de 15NO3
-  dans les tissus de la racine et la sève.

Les plantes (6 semaines) ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3. 
Quantité de NO3

- marqué au 15N rapporté à la biomasse sèche de racines et au temps 
dosé dans la sève (A) et les racines (B) après récolte de sève. n = 10 par génotype 
pour P et 4 par génotype pour ES, les barres verticales représentent les écart types.
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Figure 5.18 : Concentration de NO3
- 

dans les exsudats xylémiques.
Teneurs en NO3

- dosées par colorimétrie. 
Les plantes (6 semaines) ont été 
cultivées en hydroponie sur milieu HY 
5mM NH4NO3. n = 10 par génotype pour 
P et n = 4 par génotype pour ES, les 
barres verticales représentent les écart 
types.
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de sève exsudée et de l’absorption de NO3
- des racines excisées du mutant par rapport au 

sauvage (Figure 5.15). Apparemment, les dispositifs expérimentaux de type « racines 

excisées » qui donnent accès à la composition des sèves ne permettent pas de reproduire les 

conditions de « plante entière » pour lesquelles nous avons mis en évidence un déficit de 

translocation de NO3
- chez le mutant. 

5.2.4 Analyse par membrane basse densité du transcriptome 
d’atnrt1.5 ::T 

 

Le transport de NO3
- dans la plante est un phénomène complexe qui résulte du 

fonctionnement de multiples transporteurs dont les activités peuvent être au moins 

partiellement redondantes. L’inactivation d’AtNRT1.5 peut entraîner des changements 

d’expression d’autres gènes. Cela peut traduire une réponse compensatoire plus ou moins 

partielle liée à la fonction du gène muté (exemple de la compensation par AtNRT2.1 de 

l’extinction de AtNRT1.1), ou encore une conséquence indirecte de la perturbation 

fonctionnelle engendrée par la mutation. 

L’impact de la mutation du gène AtNRT1.5 sur le transcriptome des racines a été 

étudié grâce à la membrane thématique basse densité décrite au chapitre 3. Les 2 génotypes 

sont cultivés en hydroponie en présence de NH4NO3 5mM comme source de N. Ces 

conditions sont différentes de celles décrites dans le chapitre 3. La source de N fournie aux 

plantes témoins est beaucoup plus importante (NH4NO3 5mM vs NH4NO3 ou NO3
- 1mM) ce 

qui a pour conséquence que le prélèvement de NO3
- passe majoritairement par les systèmes de 

transport à basse affinité. Dans ces conditions, la répression exercée par les métabolites azotés 

est plus forte que dans les expériences précédentes. Les racines du mutant atnrt1.5 ::T ont été 

comparées à celles du sauvage. Les méthodes d’analyse utilisées sont celles décrites au 

chapitre 3. 

Une attention particulière a été a portée au seuil de détection ainsi qu’a la signification 

statistique du différentiel mesuré et 2 critères supplémentaires ont été utilisés pour trier les 

données de cette expérience : 

(1) Ne sont pris en compte que les signaux pour lesquels le signal mesuré retranché de 

son écart type est supérieur au signal des témoins négatifs additionné de son écart type avant 

correction des données. Dans le cas ou cette condition n’est pas remplie, la valeur du Sn est 

reportée à titre indicatif en prenant la précaution de la distinguer par une typographie 

différente (petits caractères italiques) 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tableau 5.1 : Gènes différentiellement exprimés chez le mutant atnrt1.5 ::T. 
Données d’hybridation normalisées avec le transcrit synthétique. Les plantes (6 
semaines) ont été cultivées en hydroponie sur milieu HY 5mM NH4NO3. Les 
moyennes sont calculées à partir d’une hybridation réalisée sur un lot de 3 
membranes. Moy : moyenne. ET : écart type. ND : non détecté. 

 Col atnrt1.5 ::T Ratio 
 Gène Moy ET Moy ET atnrt1.5 ::T/Col

AtNRT1.5 0,24 0,08 ND   
At3g25280 0,26 0,16 ND   
At3g45650 0,84 0,14 ND   
At1g72140 0,78 0,3 ND   

Sous-
exprimés 

At2g40460 0,37 0,05 0,15 0,09 0,4 
At1g22540 0,3 0,08 0,75 0,3 2,5 

AtNIA1 0,19 0,06 0,5 0,18 2,6 
At1g22570 0,71 0,28 2,04 0,51 2,9 
AtAMT12 0,2 0,08 0,59 0,18 3,0 
AtAMT2 0,34 0,11 1,07 0,18 3,1 

At1g69860 0,77 0,21 2,73 0,88 3,5 
AtNRT1.3 0,71 0,2 2,58 0,63 3,6 
At1g59740 0,74 0,1 2,74 0,88 3,7 
At1g62200 0,05 0,02 0,23 0,13 4,6 
At4g21680 0,34 0,18 1,75 0,37 5,1 
AtNRT1.1 1,23 0,12 6,59 1,8 5,4 
AtAMT1.1 0,11 0,03 1,89 0,47 17,2 
AtPTR2B ND  0,95 0,11  
AtPTR1 ND  0,23 0,04  

At5g62680 ND  1,12 0,36  

Sur-

exprimés 

AtNRT1.2 ND  1,56 0,47  
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(2) Nous avons considéré comme correspondant à des gènes différentiellement 

exprimés les GST pour lesquelles le ratio mutant/sauvage est supérieur à 2 ou inférieur à 0,5. 

 

Deux groupes de gènes pour lesquels les ratios mutant/sauvage montrent une 

expression différentielle ont été définis (Tableau 5.1). 

Les gènes  « sous exprimés» 
Outre AtNRT1.5 qui est disrupté chez le mutant, trois autres gènes qui sont exprimés 

chez le sauvage ne sont plus détectés dans les racines du mutant atnrt1.5 ::T (At3g25280, 

At3g45650, et At1g72140). Par ailleurs le gène At2g40460 est réprimé d’un facteur 2,5 dans 

les racines du mutant. 

 

Les gènes « sur exprimés» 
Quatre gènes sont détectés dans les racines du mutant alors qu’aucun signal spécifique 

n’est observé chez le sauvage. Parmi eux, se trouvent les 2 transporteurs de peptide AtPTR1 et 

AtPTR2B et le transporteur de NO3
- AtNRT1.2. Treize autres sont préférentiellement exprimés 

chez le mutant et présentent un ratio supérieur à 2. Parmi eux 3 des 5 gènes codant des 

transporteurs de NH4
+ présents sur la membrane (AtAMT1.1, AtAMT1.2, AtAMT2). Le profil 

le plus extrême est celui d’AtAMT1.1 (ratio égal à 17,6). On trouve également parmi ces gènes 

AtNIA1 qui code l’isoforme mineure de l’apoprotéine de la NR (ratio égal à 2,6) et le gène 

AtNRT1.1 (ratio égal à 5,4). 

Ces résultats sont préliminaires car pour l’instant un seul lot de plante a été analysé. Ils 

devront être confirmés sur d’autres répétitions biologiques. La tendance semble que la 

mutation du gène AtNRT1.5 a un effet important sur les plusieurs gènes des familles PTR, 

AMT et NIA dont les membres sont potentiellement impliqués dans le transport ou 

l’assimilation de N. C’est en particulier le cas pour le transporteur de NH4
+ AtAMT1.1 dont 

l’expression est la plus fortement stimulée dans l’expérience. C’est aussi le cas, mais dans une 

moindre mesure, pour d’autres transporteurs de NH4
+, de peptide ou de NO3

-. L’hypothèse 

d’un effet pleïotrope de la disruption d’AtNRT1.5 sur l’activité d’autres gènes et d’autres 

fonctions que celle directement exercé par AtNRT1.5 mérite d’être examinée plus en détail. 

On ne peut pas exclure que les perturbations fonctionnelles du mutant atnrt1.5 ::T  soit le 

résultat de la modification de l’expression de plusieurs gènes et non du seul gène AtNRT1.5 

chez le mutant atnrt1.5 ::T. 
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Figure 5.20 : Influx de 15NO3
- par les systèmes HATS et LATS chez le sauvage 

(WS) et le mutant (atnrt1.2::T).
Expériences de prélèvement de NO3

- marqué au 15N réalisées sur des plantes (6 
semaines) cultivées en hydroponie sur milieu HY 5mM NO3

- puis soumises à divers 
traitements de nutrition azotée. n=12 par génotype. Les barres verticales représentent 
les écart types. HATS indique l’influx mesuré à une concentration externe de 0,2mM. 
LATS indique l’influx mesuré à une concentration externe de 5mM de retranché de 
l’influx mesuré à 0,2mM.
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5.3 Caractérisation des activités HATS et LATS de NO3
- 

chez le mutant atnrt1.2 :: T 
 

L’implication éventuelle d’AtNRT1.2 dans l’activité du LATS a été étudiée dans deux 

situations physiologiques différentes: (i) avant et après induction par NO3
-, et (ii) en réponse à 

une privation de N. Dans les deux cas, l’activité des systèmes HATS et LATS a été 

déterminée chez le sauvage (WS) et le mutant KO d’AtNRT1.2 (atnrt1.2 ::T) grâce à des 

mesures d’influx unidirectionnels de 15NO3
-, réalisées à 0,2 ou 5mM de concentration externe. 

La mesure à 0,2mM fournit une mesure du Vmax du HATS. Celle à 5mM correspond à 

l’activité cumulée des HATS et LATS. L’influx résultant de l’activité spécifique du LATS est 

donc calculé par soustraction de la valeur mesurée à 0,2 mM de celle mesurée à 5mM. 

Dans les plantes où l’induction des systèmes d’absorption par NO3
- a été supprimée 

(plantes préalablement transférées pendant 6 jours sur un milieu dépourvu de N), l’activité du 

LATS est fortement diminuée chez le mutant par rapport au sauvage (-60%, Figure 5.20 A). 

Ceci est compensé par une activité accrue du HATS (+80%), qui abouti à des valeurs d’influx 

mesurées à 5mM approximativement égales entre les 2 génotypes. L’ajout de NO3
- 10mM 

dans la solution nutritive abouti, après 6h et 24 h, à une stimulation générale de l’influx de 

NO3
- dans les racines (Figure 5.20 A). Les deux systèmes, HATS et LATS, voient leur 

activité augmentée. La stimulation de l’influx imputable au HATS est relativement modeste 

(+60% au maximum), et globalement similaire chez le mutant et le sauvage, bien qu’après 

24h, l’influx dû à ce système devienne pratiquement équivalent chez les deux génotypes. 

L’activité du LATS est au contraire très fortement accrue après fourniture de NO3
-, 

particulièrement chez le mutant (+400% et + 550% après 6 et 24 h respectivement, contre 

+220% et +200% chez le sauvage). Ces résultats indiquent que seule l’activité LATS mesurée 

dans les plantes non-induites est sensiblement diminuée chez le mutant, en accord avec 

l’hypothèse qu’AtNRT1.2 est impliqué dans un LATS « constitutif » vis à vis du NO3
- (Huang 

et al., 1999). Ces résultats démontrent également l’existence d’une composante du LATS, 

inductible par NO3
-. Cette composante est indépendante d’AtNRT1.2, car sa mise en place 

s’observe chez le mutant comme chez le sauvage. Dès 6 h après l’ajout de NO3
-, le LATS 

inductible compense pleinement la déficience du LATS « constitutif » chez le mutant. 

L’influx attribuable aux systèmes à faible affinité devient équivalent à celui mesuré chez le 

sauvage. Ceci confirme donc les observations préalables de Huang et al. (1999), indiquant 
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une absence de déficit de prélèvement net de NO3
- chez des plantes cultivées pendant 14 jours 

sur une solution contenant NO3
- 25 mM. 

En accord avec les données présentées ci-dessus, l’influx attribuable au LATS est 

similaire chez les plantes mutantes et sauvages après culture pendant 6 semaines sur solution 

nutritive contenant NO3
- 5mM (Figure 5.20 B). Chez ces mêmes plantes, on observe une 

activité du HATS réduite chez le mutant par rapport au sauvage (différence cependant non 

significative, T-test pas de différence au seuil de 5%). Le transfert sur milieu dépourvu de 

source de N aboutit à une stimulation marquée de l’activité du HATS chez les deux génotypes 

(+220 et +300% après 24h chez le sauvage et le mutant, respectivement). A l’inverse, l’influx 

imputable au LATS diminue chez le sauvage comme décrit précédemment (Lejay et al., 

1999), alors qu’il semble rester relativement constant chez le mutant. Ainsi, la mutation 

d’AtNRT1.2 n’entraîne pas la perte d’une composante du LATS stimulée par la carence en N, 

comme aurait pu le laisser supposer la régulation de l’expression de ce gène, telle qu’elle a été 

caractérisée au niveau des ARNm (voir Figure 3.7 et §4.4.1). De plus, il ne semble pas qu’une 

telle composante existe, puisque l’activité du LATS dans son ensemble semble plutôt 

diminuée que stimulée par la carence. 

5.4 Discussion 
 

Les travaux présentés dans ce chapitre avaient pour but de préciser la fonction des deux 

gènes AtNRT1.2 et AtNRT1.5 dans la plante. Dans les deux cas l’approche a été d’identifier 

l’impact de l’inactivation du gène chez des mutants ou il est interrompu par l’insertion d’un 

ADN-T. 

Les études concernant AtNRT1.2 ont consisté à caractériser l’activité des différentes 

composantes de l’absorption de NO3
- chez le mutant atnrt1.2 ::T. Nos études confirment que 

l’activité du LATS chez Arabidopsis peut être subdivisée en deux composantes constitutive et 

inductible par NO3
- (Lejay et al., 1999). Cette dernière prédomine largement lorsque les 

plantes sont cultivées en présence de NO3
- alors qu’en absence de NO3

- c’est la seule 

composante constitutive qui est mesurée. Les mesures d’influx réalisées chez le mutant 

atnrt1.2 ::T confirment les données de Huang et al. (1999) sur des lignées antisens, qui 

concluaient qu’AtNRT1.2 est impliqué dans cette composante constitutive du LATS. Ces 

résultats sont cohérents avec les données d’expression des chapitres 3 et 4 qui indiquent que 

l’expression du gène ne dépend pas de la présence de NO3
- dans le milieu. Parce que le retrait 

de NO3
- du milieu s’accompagne d’une stimulation de l’accumulation du transcrit AtNRT1.2 
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ce transporteur pourrait avoir un rôle dans une éventuelle réponse du cLATS à la carence. Les 

études d’expression lors d’un ajout de NH4
+ (chapitre 4) indiquent qu’AtNRT1.2 ne répond 

pas aux variations du statut N de la plante entière. La stimulation observée serait due à la 

privation locale de NO3
- plutôt qu’au déficit en assimilats azotés. Les mesures d’influx 

réalisées sur le mutant et le sauvage correspondant ne permettent cependant pas d’attribuer 

d’impact fonctionnel à la stimulation de l’expression du gène en absence de NO3
-. En effet, le 

LATS n’est pas stimulé en réponse à une privation de NO3
- de 48h et il n’existe pas de 

différence d’absorption entre sauvage et mutant dans ces conditions. 

Les études d’expression concernant AtNRT1.5 ont montré que le transcrit est 

préférentiellement accumulé dans les racines, probablement dans la stèle ce qui suggère un 

rôle dans la sécrétion de NO3
- dans la sève du xylème. Ces données sont cohérentes avec les 

résultats de l’analyse fonctionnelle du mutant. La caractérisation des flux de 15NO3
- montre 

que la translocation de 15N des racines vers les parties aériennes est réduite chez le mutant 

alors que l’absorption de NO3
- est peu affectée. L’effet de la mutation est spécifique de NO3

-, 

car elle n’affecte ni la translocation de PO4
3-, ni celle de SO4

2-. La diminution de la 

translocation de 15N observée chez le mutant atnrt1.5 ::T est cependant partielle (30-50%), ce 

qui laisse penser que d’autres gènes sont impliqués dans cette fonction. L’absence d’effet de 

la mutation sur l’absorption nette de NO3
- et la teneur en N des plantes indique que l’étape de 

translocation n’est à long terme pas un facteur qui limite l’acquisition de NO3
- par la plante 

dans les conditions ou nous avons travaillé. 

L’effet de l’inactivation d’AtNRT1.5 sur la translocation de NO3
- dépend de la présence 

de NH4
+

 dans le milieu. Il est marqué lorsque les plantes sont cultivées en présence de 

NH4NO3 comme source de N et il est réduit lorsque NO3
- est la seule source de N. L’effet de 

la présence de NH4
+ sur l’absorption, la réduction, et la translocation de NO3

- est décrit en 

détail chez le maïs (MacKown et al., 1982). Chez cette espèce, l’ajout de NH4
+ dans un milieu 

contenant NO3
- provoque une baisse de l’absorption et une stimulation de la translocation de 

NO3
- (MacKown et al., 1982). Le même type d’effet est observé chez Arabidopsis dans nos 

expériences. La translocation de 15N est stimulée par NH4
+  tandis que l’absorption de 15NO3

- 

est réprimée. L’effet sur la translocation de 15N est corrélé avec la stimulation de l’expression 

d’AtNRT1.5, dont l’accumulation du transcrit est augmentée dans ces conditions. C’est aussi 

dans ces conditions, ou le gène est le plus fortement exprimé, que le déficit de translocation 

du mutant est le plus marqué. Ensemble, ces données sont cohérentes et soutiennent 

l’hypothèse d’un rôle d’AtNRT1.5 dans le transfert de NO3
- des racines vers les parties 

aériennes. L’absence d’expression du gène dans les parties aériennes, des flux de transpiration 
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équivalents chez le sauvage et le mutant, la translocation normale d’autres anions (PO4
3- et 

SO4
2-) excluent à priori un effet du gène sur le flux de sève. L’hypothèse la plus 

vraisemblable est donc un rôle d’AtNRT1.5 sur le transfert de NO3
- de la stèle vers la sève du 

xylème. 

Compte tenu du phénotype du mutant atnrt1.5 ::T, l’hypothèse la plus simple est que 

l’inactivation d’AtNRT1.5 entraîne la réduction de la sécrétion de NO3
- dans la sève. Des 

mutants affectés sur la translocation de K+ (SKOR, Gaymard et al., 1998), de Na+ (SOS1, Shi 

et al., 2002) de PO4
3- (PHO1, Poirier et al., 1991, Hamburger et al., 2002), de SO4

2- 

(SULTR3.5, Takahashi et al., 2000, Kataoka et al., 2004) et de BO4
3- (BOR1, Takano et al., 

2002) des racines vers les parties aériennes ont été décrits chez Arabidopsis. L’inactivation de 

PHO1 entraîne une diminution considérable de la translocation de PO4
3- des racines vers les 

parties aériennes. La protéine possède 6 segments transmembranaires potentiels, et son 

activité de transport n’a pour l’instant pas été démontrée ni caractérisée. L’inactivation du 

gène SKOR entraîne une diminution de la sécrétion de K+ vers la sève. SKOR code un canal à 

travers lequel a lieu un efflux passif de K+ au niveau des cellules du parenchyme du xylème. 

L’antiporteur Na+/H+ SOS1 et le transporteur BOR1 sont impliqués respectivement dans 

l’efflux de Na+ et de BO4
3- vers la sève du xylème. Bien que l’inactivation de SULTR3.5 

entraîne également un défaut de translocation de SO4
2-, ce transporteur est caractérisé dans la 

levure comme un transporteur d’influx. Ces données suggèrent que la translocation des ions 

des racines vers les parties aériennes est le résultat de l’activité combinée non seulement de 

transporteurs d’efflux mais aussi de transporteurs d’influx. La sécrétion de NO3
-, PO4

2-, K+ et 

SO4
2- du parenchyme du xylème vers la sève est supposée se dérouler dans le sens du gradient 

de potentiel électrochimique de l’ion et donc s’effectuer via des transporteurs d’efflux passifs. 

Dans le cas de NO3
- des conductances indicatrices d’un efflux a travers des canaux anioniques 

(X-SLAC et X-QUAC) ont été également identifiées et caractérisées chez l’orge et le blé 

(Kohler et Raschke, 2000, Kohler et al., 2002, Gilliham et Tester, 2005). Bien que les 

protéines impliquées n’ont pour l’instant pas été identifiées, il est très probable qu’il s’agisse 

de canaux anioniques d’efflux dont la structure est différentes de transporteurs tels 

qu’AtNRT1.1 (symporteur H+/NO3
-). AtNRT1.5 (comme SULTR3.5 pour SO4

2-) a été 

caractérisé dans l’ovocyte de Xénope comme permettant une entrée de NO3
- dans la cellule. Il 

est peu vraisemblable que ces transporteurs soient directement responsables de l’efflux de 

l’ion des cellules du parenchyme xylème vers la sève. Dans le cas de SULTR3.5, il a été 

proposé que ce transporteur d’influx permette la réabsorption des ions présents dans 

l’apoplasme des cellules du cylindre central (Kataoka et al., 2004). En limitant la fuite des 
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ions du symplasme, ce type de transporteur favoriserait leur sécrétion préférentielle dans la 

sève via les transporteurs d’efflux. Nous proposons le même type de fonction pour AtNRT1.5. 

En participant à la réabsorption de NO3
- au niveau du parenchyme de la stèle, le transporteur 

favoriserait l’approvisionnement du symplasme. A ce niveau, les ions seraient alors pris en 

charge par des canaux anioniques pour être sécrété vers la sève. 

Au cours de ce travail, nous avons cherché à caractériser l’effet de l’inactivation 

d’AtNRT1.5 sur la sève du xylème. Un des freins essentiels à l’étude de la translocation des 

ions est que le siège de ces transports se situe dans une zone interne de la racine. Les 

dispositifs expérimentaux utilisés ne nous ont pas permis de retrouver le phénotype mis en 

évidence sur plante entière. Classiquement, l’accès à la sève du xylème ou aux cellules de la 

stèle requiert des méthodes destructives de prélèvements et de mesures (décapitation, 

pressurisation, digestions enzymatiques) qui sont traumatisantes pour la plante. Ces 

techniques interférent fortement avec le paramètre qu’elles visent à caractériser (Schurr et 

Schulze, 1995). La méthode de récolte utilisée consiste à décapiter des plantes maintenues sur 

milieu de culture. En absence de transpiration, lorsque les racines sont à pression 

atmosphérique, la charge du xylème s’accompagne d’une augmentation relative de la 

concentration en ion de la sève par rapport à l’apoplasme qui a pour conséquence d’accroître 

le flux d’eau et l’exsudation de liquide au niveau de la blessure (« exsudation spontanée »). 

Cette méthode relativement facile à mettre en oeuvre présente plusieurs inconvénients. 

Premièrement, le contenu des cellules endommagées de la zone de blessure est libéré dans 

l’exsudat et contamine la sève. Deuxièmement, la décapitation rompt les relations qui existent 

entre parties aériennes et racines. Or on connaît plusieurs rôles pour ces liens dans l’activité 

de la racine dont l’approvisionnement en métabolites, la transmission de signaux régulateurs 

(Marschner et al., 1996, Bloom et Caldwell, 1988, Graham et Bowling, 1977) auxquels 

pourraient s’ajouter le maintien des conditions biophysiques (pression, teneurs en différents 

éléments). Troisièmement, la décapitation des plantes entraîne l’arrêt des mouvements d’eau 

liés à la transpiration qui est le moteur essentiel de la montée de sève à la lumière. Cette 

absence de transpiration a pour conséquence un flux d’eau considérablement amoindrit à 

travers les racines par rapport à des plantes entières. Un moyen d’accroître le niveau 

d’exsudation est d’augmenter la pression au niveau des racines afin d’ajuster le flux 

d’exsudation à une valeur comparable au flux de transpiration de plantes non décapitées 

cultivées dans les mêmes conditions (« exsudation forcée »). L’augmentation du flux d’eau à 

travers les racines dans ces conditions entraîne effectivement une baisse générale des 

concentrations en ions pour atteindre une valeur proche de celle de plantes entières, bien que 
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des différences demeures pour quelques substances (Schurr et Schulze, 1995). Cependant, la 

technique d’exsudation forcée souffre des mêmes problèmes que la précédente en ce qui 

concerne la déconnexion des liens avec les parties aériennes. De fait, dans nos conditions, les 

techniques destructives ne nous ont pas permis de mettre en évidence sur racines excisées le 

déficit de translocation du mutant atnrt1.5 ::T observé sur plante entière. La présence des 

parties aériennes, avec des liens xylémiens et phloémiens intacts sont nécessaires à la 

manifestation du phénotype. Un exemple de rôle régulateur des parties aériennes sur les 

racines est la régulation transcriptionnelle de gènes au cours du cycle jour/nuit probablement 

via les sucres transportés dans le phloème (Lejay et al., 2003). Il n’est pas à exclure que la 

disruption de ce type de lien régulateur entraîne une réduction de l’expression du gène 

AtNRT1.5 et la disparition du phénotype associé à son inactivation. Néanmoins l’échelle de 

temps à laquelle nous avons réalisé nos expériences (40 minutes pour les racines pressurisées 

et 3h pour les racines à pression atmosphérique) suggère un phénomène plus direct. Un 

élément particulièrement surprenant des études sur racines excisées est l’accroissement chez 

le mutant de l’absorption de NO3
- et du flux de sève traversant les racines. Les raisons de 

l’effet de la décapitation sur ces paramètres restent à déterminer et le lien éventuel avec 

l’activité de transport de NO3
- d’AtNRT1.5 est complètement incompris. Alors que chez les 

plantes entières les flux de transpiration sont équivalents pour les deux génotypes, 

l’accroissement du flux d’eau à travers les racines chez le mutant se traduit par un débit 

d’exsudation plus élevé que chez le sauvage aussi bien en exsudation forcée que spontanée. 

L’interprétation de ces résultats est particulièrement délicate notamment parce que la 

disponibilité de l’ion au niveau des sites de sécrétion, les échanges ioniques le long des 

vaisseaux du xylème et la sécrétion elle-même dépendent de la valeur du flux d’eau qui 

traverse les racines (Schurr et Schulze, 1995). Il est difficile de savoir si l’augmentation du 

prélèvement de NO3
- dans ces conditions est la cause ou la conséquence de l’augmentation du 

flux d’eau. La comparaison de systèmes racinaires dont le débit d’exsudation serait équivalent 

en plaçant les racines des deux génotypes à des pressions différentes serait une expérience 

complémentaire à réaliser. Par ailleurs, le développement récent de technologies non-

destructives permettant d’avoir accès à la composition de la sève du xylème dont l’avantage 

est de ne pas perturber la physiologie de la plante (Wegner et Zimmermann, 1998, 

Zimmermann et al., 2002, Zimmermann et al., 2004) permet d’envisager des alternatives aux 

techniques de décapitation. La possibilité d’utiliser ces techniques chez une plante de la taille 

d’Arabidopsis reste cependant à démontrer. 
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Jusqu’à ce stade de la discussion nous avons implicitement fait l’hypothèse que le 

phénotype du mutant atnrt1.5 ::T a pour seule cause l’inactivation d’AtNRT1.5. Bien qu’une 

seule insertion ait été identifiée chez ce mutant on ne peut exclure a priori que d’autres 

mutations non liés à l’insertion de l’ADN-T puissent être avoir été introduites lors de 

l’obtention de la lignée. Il conviendra donc par exemple d’identifier d’autres allèles de perte 

de fonction du gène afin de confirmer la relation de cause à conséquence entre le phénotype et 

la disruption d’AtNRT1.5. D’autre part, l’inactivation d’un gène peut avoir pour conséquence 

des modifications profondes de l’expression d’autres gènes. Par exemple, chez le mutant 

chl1.5, l’inactivation du gène AtNRT1.1 s’accompagne de modifications de l’expression d’au 

moins 296 gènes (Munos et al., 2004). Parmi ceux là on trouve un autre transporteur de NO3
- 

dont la sur-expression compense partiellement le défaut d’absorption lié à l’inactivation 

d’AtNRT1.1. On ne peut exclure à priori que tout ou une partie du phénotype d’atnrt1.5::T 

soit un effet de la dérégulation d’autres gènes. Une approche préliminaire destinée à 

caractériser l’impact de l’inactivation d’AtNRT1.5 sur l’expression des autres gènes de la 

famille PTR a été réalisée grâce à la membrane thématique décrite au chapitre 3. La mutation 

du gène AtNRT1.5 semble avoir un effet important sur plusieurs gènes des familles PTR, AMT 

et NIA dont les membres sont potentiellement impliqués dans le transport ou l’assimilation de 

N. C’est en particulier le cas pour le transporteur de NH4
+ AtAMT1.1 dont l’expression est la 

plus fortement stimulée dans l’expérience. C’est aussi le cas, mais dans une moindre mesure, 

pour d’autres transporteurs de NH4
+, de peptides ou de NO3

-. L’hypothèse d’un effet 

pleïotrope de la disruption d’AtNRT1.5 sur l’activité d’autres gènes mérite d’être prise en 

compte. On ne peut donc pas exclure que les perturbations fonctionnelles du mutant 

atnrt1.5 ::T soit la résultante de la modification de l’expression de plusieurs gènes chez le 

mutant. 
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CONCLUSIONS 
 

L’objectif du travail était de débuter une approche de génomique fonctionnelle ciblée sur 

la large famille de transporteurs PTR, dont la majorité des membres restent sans fonction 

identifiée in planta. De plus, la spécificité de substrat n’est pas claire au sein de cette famille 

(NO3
-, peptides). La possibilité que certains transporteurs ne soient pas impliqués dans le 

métabolisme azoté a été récemment envisagée, puisque qu’au moins un des gènes a été 

caractérisé comme un transporteur d’acides organiques. 

La première étape de cette approche massive a été de construire une membrane basse 

densité thématique permettant des études d’expression génique. Pour assurer une bonne 

fiabilité à cet outil quant à la spécificité des hybridations, j’ai élaboré et utilisé des GST pour 

la majorité des gènes PTR. Cette approche a nécessité de mieux caractériser in silico l’effectif 

et les contours de la famille PTR. Ceci a notamment permis de mettre en évidence l’existence 

de sous groupes fonctionnels putatifs. 

L’utilisation de la membrane thématique a souligné les impératifs techniques très 

contraignants de ce type d’approche (sensibilité, reproductibilité, normalisation, etc...). Nous 

y avons a répondu par la proposition d’une méthode originale de normalisation des données, 

basée sur l’utilisation d’un étalon interne (transcrit synthétique T2). Cette méthode reste à 

améliorer (étalons internes supplémentaires, meilleure formalisation mathématique, etc...), 

mais elle a tout de même permis de générer une base de données fiable des régulations 

transcriptionelles affectant les familles PTR, AMT, NRT2 et NIA. Les GST utilisées pour 

certains gènes doivent être redéfinies. De plus, la membrane basse densité ne permet 

aujourd’hui d’étudier que 75% des membres de la famille PTR, 5/7 NRT2, 5/6 AMT et 1/2 

NIA. Il serait souhaitable de la compléter et y adjoindre des GST destinées à l’étude des gènes 

codant pour la NiR, la GS et la GOGAT. L’idée d’un membrane thématique vraiment 

complète mérite d’être approfondie car elle se révèlerait probablement précieuse, non 

seulement pour déterminer les régulations affectant les différents gènes de la nutrition azotée, 

mais aussi pour caractériser plus finement le phénotype des mutants de certains de ces gènes 

(voir ci-dessous). 

 

Une deuxième partie du travail a consisté à valider et approfondir, sur un nombre réduit 

de gènes, les résultats obtenus à l’aide de la membrane thématique. Nous avons pu identifier 

plusieurs régulations originales affectant les transporteurs PTR étudiés. Un des exemples les 
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plus marquants concerne l’effet de la nutrition potassique, qui module très fortement plusieurs 

gènes PTR, codant des transporteurs caractérisés de NO3
-. Nous interprétons cet effet comme 

un mécanisme permettant à la plante de coordonner ses prélèvements de NO3
- et de K+. Le pH 

externe ainsi que l’ajout de NH4
+ dans le milieu extérieur sont également des facteurs 

importants de variation d’expression de certains PTR. L’action de NH4
+ est très intrigante car 

elle semble s’exercer indépendamment du statut N de la plante, suggérant une signalisation 

liée à la nature de la source de N. L’existence d’une régulation des transporteurs de NO3
- par 

une demande spécifique de NO3
- a été proposée suite à un travail réalisé dans l’équipe 

(Munos et al, 2004). Le rôle de cette régulation a été interprété comme visant à prévenir les 

effets délétères d’une nutrition ammoniacale pure. La régulation transcriptionnelle par NH4
+ 

de 3 transporteurs de NO3
- de la famille PTR est donc cohérence avec cette hypothèse et la 

renforce. 

 

La suite du travail s’est focalisée sur la caractérisation fonctionnelle in planta de deux 

transporteurs, AtNRT1.2 et AtNRT1.5, basée sur le phénotypage de mutants KO pour les 

gènes correspondants. Si les résultats obtenus pour AtNRT1.2 n’ont fait que conforter les 

hypothèses déjà émises pour le rôle de ce transporteur (implication dans la composante 

constitutive du LATS), ceux concernant AtNRT1.5 sont nettement plus originaux car ils ont 

permis, pour la première fois, de relier la fonction de translocation de NO3
- dans le xylème à 

un transporteur spécifique. L’impact physiologique de la régulation de l’expression du gène 

AtNRT1.5 par NH4
+ a en particulier été démontré à l’occasion de ce travail. Il est connu 

depuis longtemps que la présence de NH4
+ dans le milieu extérieur inhibe le prélèvement de 

NO3
- par la racine, mais pas le flux de NO3

- exporté vers les parties aériennes. Ceci indique 

que l’activité de sécrétion de NO3
- vers le xylème est favorisée en conditions de nutrition 

mixte. Nos données suggèrent qu’AtNRT1.5 joue un rôle crucial dans cette réponse. De fait, 

NH4
+ induit l’expression d’AtNRT1.5, et le phénotype du mutant déficient pour ce gène 

(exportation de NO3
- vers les parties aériennes diminuée) est surtout marqué en présence de 

NH4
+ dans le milieu extérieur. Ce phénotype n’est toutefois pas évident à relier à 

l’observation qu’AtNRT1.5 se comporte comme un transporteur d’influx en système 

hétérologue. Le modèle proposé pour la fonction de ce transporteur est le suivant : en plus de 

l’activité de sécrétion dans le xylème, il existe un second point de contrôle de l’exportation de 

NO3
- vers les parties aériennes au niveau de la disponibilité de NO3

- dans le symplasme de la 

stèle. AtNRT1.5 participerait de manière importante au maintien de cette disponibilité, en 

assurant la ré-absorption du NO3
- efflué vers l’apoplasme de la stèle. Pour conforter cette 
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hypothèse, il convient de déterminer la localisation subcellulaire de la protéine AtNRT1.5, qui 

est supposée dans notre proposition se situer sur le plasmalemme. Ce travail doit aussi être 

complété par l’étude d’un deuxième allèle. Une autre façon de valider ce modèle pourrait être 

de complémenter le mutant à l’aide d’une construction plaçant la séquence codante du gène 

AtNRT1.5 sous le contrôle d’un promoteur inductible, ce qui permettrait d’observer l’impact 

du niveau d’expression du gène sur les différents flux de NO3
- dans la plante. 

 

Si le rôle d’AtNRT1.5 est de favoriser l’alimentation en NO3
- des parties aériennes, on 

pourrait s’attendre à ce que le mutant atnrt1.5 ::T présente des teneurs en NO3
- diminuées 

dans les parties aériennes par rapport au sauvage en présence de NH4
+. Or, ce n’est pas le cas. 

Ceci laisse supposer des mécanismes compensatoires de la gestion de N chez le mutant 

(diminution de la réduction foliaire de NO3
-, altération de la rythmicité jour/nuit de la 

translocation de NO3
-, etc...). Les résultats obtenus avec la macroarray thématique vont dans 

ce sens et suggèrent des pistes pour identifier ces compensations. De nombreux gènes des 

familles PTR, NIA et AMT voient leur expression modifiée dans les racines du mutant. On 

peut comparer ces résultats au transcriptome du mutant chl1.5 réalisé par SAGE dans 

l’équipe. Chez le mutant chl1.5, le seul gène appartenant aux familles PTR, NIA et AMT 

identifié comme différentiellement exprimé par rapport au sauvage est AtNRT1.5 (Munos et 

al, 2004). La comparaison de ces deux cas de figure suggère des reprogrammations 

d’expression génique très différentes dans ces deux génotypes. Il conviendrait de répéter ces 

expériences, de vérifier que ces modifications d’expression génique ont un effet au niveau des 

activités protéiques (mesure d’ANR, influx de NH4
+), et d’élargir l’étude aux parties 

aériennes, ce que nous avions écarté dans en premier temps, du fait de l’expression exclusive 

du gène AtNRT1.5 dans les racines. 

 

A ce jour, 5 transporteurs de NO3
- sont identifiés et caractérisés chez Arabidopsis 

thaliana, dont 3 impliqués dans le prélèvement racinaire de NO3
- (AtNRT1.1, AtNRT1.2, 

AtNRT2.1), 1 dans la répartition du NO3
- dans la plante (AtNRT1.5) et 1 dans la 

compartimentation du NO3
- dans les feuilles (AtNRT1.4). C’est encore très peu par rapport à 

l’effectif total des gènes PTR, pouvant potentiellement coder des transporteurs de NO3
- (46 

PTR et 6 NRT2 non caractérisés). 

 

Le travail réalisé, conjointement à d’autres, illustre la complexité moléculaire des 

transports de NO3
- in planta. Premièrement, certains transports restent difficiles à étudier dans 
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des conditions physiologiques, car internes à la plante (transports intra-cellulaires, inter-tissus 

et inter-organes). Le cas de la translocation de NO3
- vers les parties aériennes est typique à cet 

égard car les résultats des expériences réalisées sur systèmes racinaires excisés sont difficiles 

à concilier avec ceux obtenus sur plantes intactes. Deuxièmement, le phénotype d’un mutant 

ne permet pas de conclure définitivement sur la fonction physiologique du gène muté. Chez 

chl1-5 par exemple, 296 gènes sont différentiellement exprimés par rapport au sauvage en 

réponse à la mutation d’ AtNRT1.1 (Munos et al, 2004). Il s’avère en particulier qu’AtNRT2.1 

est très fortement sur-exprimé chez chl1-5, ce qui compense au niveau fonctionnel 

(absorption racinaire de NO3
-) la perte d’activité d’AtNRT1.1. Seules des mesures fines de 

cinétiques d’influx de 15NO3
- ont permis de mettre en évidence cette compensation 

fonctionnelle, en quantifiant les contributions respectives de AtNRT1.1 et AtNRT2.1 dans 

l’absorption totale. Ainsi, la perte de fonction du gène muté peut être masquée au niveau 

global par une réponse compensatoire d’un autre gène. Réciproquement, rien n’exclu la 

possibilité que le phénotype d’un mutant ne soit pas directement causé par le gène muté, mais 

soit en fait dû à l’altération de l’expression d’un autre gène. Les résultats préliminaires 

obtenus à l’aide de la membrane basse densité suggèrent des reprogrammations génétiques 

importantes chez le mutant atnrt1.5 ::T, dont il serait intéressant d’étudier la signification par 

rapport à la translocation de NO3
- vers les paries aériennes. 

 

Nous avons par ailleurs confirmé qu’AtNRT1.2 intervient dans un transport de NO3
- à 

basse affinité constitutif vis à vis de NO3
-. A cette occasion nous avons également mis en 

évidence l’existence d’une composante iLATS capable de compenser la perte de fonction du 

mutant en présence de NO3
-. Clairement nous sommes en présence d’un cas de figure dans 

lequel la membrane thématique pourrait permettre d’identifier un nouvel exemple de 

compensation de perte de fonction. L’hypothèse que cette compensation soit due à 

l’expression accrue d’un autre transporteur PTR mériterait d’être explorée, car contrairement 

au système iHATS dont la composante principale a été identifiée et correspond à AtNRT2.1, 

le système iLATS reste encore largement inconnu au niveau moléculaire. 
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_RESUME_ 
L’objectif du travail a été d’initier une approche de génomique fonctionnelle sur la famille PTR chez 

Arabidopsis thaliana. Après analyse in silico, 51 gènes PTR, dont la grande majorité sont inconnus ont été 

identifiés. Des études d’expression systématiques sur une grande majorité des transporteurs putatifs de NO3
- 

(PTR and NRT2) et NH4
+ (AMT) présents chez A. thaliana ont été menées à bien grâce à une membrane basse 

densité thématique à GST (Gene Sequence Tag). Les résultats de ces études, ainsi que ceux des validations 

individuelles par Northern blot, montrent que de nombreux gènes PTR sont exprimés dans les racines, où 

certains sont régulés au niveau transcriptionnel par (i) la nature de la source de N (ii) le statut nutritionnel en N 

de la plante (iii) la lumière et les sucres et (iv) la nutrition potassique. 

La suite du travail s’est focalisée sur l’analyse fonctionnelle d’AtNRT1.2 et AtNRT1.5. L’étude d’un 

mutant KO d’AtNRT1.2 a confirmé qu’AtNRT1.2 joue un rôle important dans la composante constitutive du 

système d’absorption à faible affinité de NO3
-. Les résultats obtenus avec AtNRT1.5 se sont révélés très 

originaux. L’expression de ce gène est essentiellement localisée dans la stèle de la racine. De plus, le mutant KO 

est affecté dans l’exportation du nitrate des racines vers les parties aériennes, plus particulièrement en conditions 

de nutrition mixte (NO3
-/NH4

+). AtNRT1.5 est le premier transporteur identifié comme étant directement 

impliqué dans cette étape cruciale. L’hypothèse avancée pour la fonction de ce transporteur est qu’il favorise la 

sécrétion de NO3
- dans le xylème en assurant la ré-absorption de cet ion par les cellules du parenchyme de la 

stèle. Par ailleurs, nous avons identifié des reprogrammations importantes de l’expression des autres 

transporteurs PTR et AMT provoqués par la mutation d’AtNRT1.5. La signification de ces réponses moléculaires 

reste encore à explorer. 

Mots clés : Arabidopsis thaliana, famille multigénique, PTR, NRT2, AMT, transcriptome, AtNRT1.1, 

AtNRT1.2, AtNRT1.5, flux de NO3
-, translocation. 

_ABSTRACT_ 
The aim of this work was to initiate a functional genomic approach in order to characterized the 

Arabidopsis thaliana PTR gene family. An in silico analysis allows us to identify 51 PTR genes. The functions 

of most of these genes remains unknown. Transcript profiling of a large number of putative NO3
- transporters 

(PTR and NRT2 family) and NH4
+ (AMT family) has been done using a dedicated GST (Gene Sequence Tag) 

macro-array. A large numbers of PTR genes are expressed in roots. Some PTR genes are regulated by the N 

source, the N status, light and sugars or potassium availability.  

The functions of two genes AtNRT1.2 and AtNRT1.5 have been investigated using KO mutants. The 

phenotype of AtNRT1.2 mutant confirms a role of the gene in cLATS (constitutive Low Affinity Transport 

System) of nitrate. Results concerning AtNRT1.5 show that the gene has a unique role in nitrate transport. The 

AtNRT1.5 transcript accumulation is localized specifically in root stele. Inactivation of AtNRT1.5 is correlated 

with a deficiency in the export of NO3
- from root to shoot when plants are grown on NH4NO3 as sole N source. 

AtNRT1.5 is the 1st NO3
- transporter known to be involved in this function. This influx transporter may favor the 

NO3
- secretion into the xylem sap by reabsorbing ions present in the apoplasm into the stele symplasm. 

Transcript profiles of the mutant and the wild type have been compared using the dedicated macro-array. 

Inactivation of AtNRT1.5 has important consequences on the expression of PTR and AMT genes. The 

significance of these molecular responses remains to be understood. 

Key words : Arabidopsis thaliana, multigenic family, PTR, NRT2, AMT, transcriptome, AtNRT1.1, 

AtNRT1.2, AtNRT1.5, flux de NO3
-, translocation. 
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