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Résumé — L’azote est un macronutriment essentiel au développement et a la producti-
vité des plantes. L’adaptation face a des fluctuations de la disponibilité en azote dans le
sol est cruciale, étant donné que les plantes sont immobiles. L’assimilation du nitrate,
la source d’azote principale dans les zones tempérées, ainsi que son transport sont dis-
cutés en rapport avec ’adaptation 4 une carence azotée. L’intégration du métabolisme
azoté avec le métabolisme primaire et secondaire ainsi que ’homéostasie avec d’autres
macroéléments sont décrites. Le nitrate n’est pas qu’un élément nutritif mais joue
également un roéle de signal. Les différents niveaux de régulation ainsi que les acteurs
moléculaires et les réseaux de régulation sont discutés.
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Abstract — Plant adaptation to nitrogen availability.

Nitrogen is an essential macronutrient for plant development and productivity. The
adaptation toward changes in nitrogen availability in the soil is crucial for the immobile
plant. Nitrate is the primary nitrogen source in temperate climate. Nitrate transport
and assimilation are discussed with emphasis on the adaptation to nitrogen starvation.
The integration of nitrogen metabolism with primary and secondary metabolism and
the homeostasis with other nutrients are discussed. However, nitrate is not only a
nutrient, but also a signaling molecule acting on multiple levels. The molecular players
involved in the regulatory network are discussed.
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Introduction

Pour tous les organismes vivants, la capacité de
détecter et de s’adapter aux changements de ’envi-
ronnement est 'un des principaux défis pour leur sur-
vie et leur propagation. En particulier pour des or-
ganismes sessiles tels que les plantes, ’adaptation a
court terme et a long terme face a des fluctuations
des éléments nutritifs dans le sol est cruciale. L’azote
est un macronutriment essentiel a la survie de tous
les organismes vivants. Il représente environ 2% de la
matiere seche de la plante et entre dans la composition

de nombreuses biomolécules comme les protéines, les
acides nucléiques et certains métabolites secondaires
(Crawford & Forde, 2002). Les plantes et les cham-
pignons sont les seuls organismes multicellulaires ca-
pables d’assimiler ’azote inorganique présent dans le
milieu. Le nitrate est la source principale d’azote pour
les plantes supérieures dans les zones tempérées. Il est
absorbé au niveau des racines et assimilé majoritaire-
ment dans les feuilles pour étre incorporé aux acides
aminés. Cet ion a également une fonction de molécule-
signal participant au contréle de nombreux proces-
sus développementaux ou adaptatifs. Si les plantes
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sont immobiles et ne peuvent pas se déplacer pour
acquérir les nutriments nécessaires a leur survie, elles
ont néanmoins développé des stratégies pour perce-
voir et s’adapter efficacement a la disponibilité en nu-
triments en modulant leur morphologie, leur activité
métabolique, de méme que l’expression d'un grand
nombre de genes (Wang et al., 2004, Scheible et al.,
2004). Le nitrate est responsable de la reprogramma-
tion du métabolisme azoté et carboné. Il agit sur la
distribution des ressources entre les parties aériennes
et racinaires, ainsi que sur le développement racinaire
(Scheible et al., 1997, Zhang et al., 1999).

Cependant, la quantité et la disponibilité en
azote dans les sols sont souvent insuffisantes pour
assurer une croissance optimale et deviennent par
conséquent des facteurs limitant en agronomie. L’ap-
port d’azote sous forme d’engrais permet d’assurer un
bon rendement des cultures mais pose des problemes
économiques et environnementaux. Pour répondre a
une demande croissante de nourriture, 'utilisation
mondiale d’azote dans la production agricole de-
vrait étre multipliée par trois d’ici 2050, pour at-
teindre 249 millions de tonnes par an (Tilman et al.,
2002). En méme temps, les colits environnementaux
et économiques augmentent de fagon tres importante
en raison de la demande accrue et des prix de I’énergie
nécessaire au processus de fabrication d’engrais azotés.
Le principal probleme réside dans le fait que lef-
ficacité du prélevement des engrais azotés par les
plantes est faible. Dans certains cas, seulement 30 a
50 % de D’azote appliqué sont utilisés par les plantes
cultivées (Peoples et al., 1995). L’azote restant sera
en parti consommé par la culture suivante, mais aussi
en partie perdu pour l'agroécosysteme. De plus, les
engrais azotés non utilisés peuvent contaminer les
systemes aquatiques et conduire a leur eutrophisation
(Johnson et al., 2007). En outre, l'azote émis dans
I’atmosphere sous sa forme gazeuse, NoO, a un po-
tentiel de réchauffement global 296 fois supérieur au
CO; (IPCC, 2007). En plus de cet effet néfaste sur I’at-
mospheére, la fabrication des engrais est gourmande en
énergie et contribue ainsi au réchauffement climatique
par le biais des rejets de COs.

Mieux comprendre le métabolisme azoté et ’adap-
tation des plantes a des fluctuations en disponibilité
d’azote a donc un intérét agronomique majeur visant a
optimiser I’apport d’engrais pour maintenir une bonne
productivité agricole tout en diminuant les cotits de
production et en respectant I’environnement.

Un réseau de transporteurs de nitrate

Les plantes disposent de plusieurs types de transpor-
teurs de nitrate racinaires, qui different par leur affi-
nité pour cet ion (Glass et al., 1992). Ces différents

systemes permettent aux plantes de s’adapter aux
concentrations variables rencontrées dans les sols, qui
peuvent aller de 1 & 10 mM dans les zones cultivées
(Crawford & Forde, 2002). Les systeémes de trans-
port dits « & haute affinité », ou HATS (High Affi-
nity Transport Systems), sont capables de véhiculer
le nitrate lorsque sa concentration dans le milieu est
inférieure a 0,5 mM, alors que les systemes dits « a
faible affinité », ou LATS (Low Affinity Transport Sys-
tems), transportent le nitrate lorsque sa concentration
est supérieure a 0,5 mM. Les génes codant ces trans-
porteurs de nitrate appartiennent a des familles mul-
tigéniques : les transporteurs NRT'1 ont une faible af-
finité pour le nitrate, alors que les NRT2 ont une forte
affinité (Orsel et al., 2002).

La famille NRT1 d’Arabidopsis compte 53 mem-
bres, dont 16 ont été caractérisés comme étant im-
pliqués dans le transport de peptides ou de nitrate.
Les genes NRT1.1 et NRT1.2 ont été décrits dans le
transport racinaire du nitrate a faible affinité (Tsay
et al., 1993; Huang et al., 1999). Mais NRT1.1 peut
également fonctionner comme un transporteur de ni-
trate & haute affinité (Wang et al., 1998; Liu et al.,
1999). Le passage d’une affinité a 'autre dépend de
I’état de phosphorylation du résidu thréonine 101, et
le controle de cette phosphorylation dépend du statut
nutritionnel de la plante (Liu & Tsay, 2003).

La famille des génes NRT2 comporte sept membres
chez Arabidopsis (Orsel et al., 2002). Le transporteur
NRT2.1 est localisé au niveau de la membrane plas-
mique des cellules de I'épiderme et de I’endoderme
des racines (Chopin et al., 2007) et assure 80 % du
transport a haute affinité dans des conditions limi-
tantes en azote. Un double mutant, délété pour le
gene NRT2.1 et une partie du gene NRT2.2, a per-
mis de mettre en évidence le role physiologique de ces
protéines dans I'influx racinaire de nitrate & haute af-
finité (Cerezo et al., 2001 ; Filleur et al., 2001 ; Orsel
et al., 2004). De plus, il semblerait que la protéine
NAR2.1 interagisse avec NRT2.1 pour permettre le
bon adressage de ce transporteur et le bon fonction-
nement du HATS (Okamoto et al., 2006 ; Orsel et al.,
2006 ; Wirth et al., 2007; Yong et al., 2010). NRT2.7
est principalement exprimé dans les graines seches. 11
a été récemment montré que la protéine NRT2.7 est
localisée au tonoplaste (la membrane des vacuoles) et
permet ainsi 'accumulation de nitrate dans la vacuole
des graines (Chopin et al., 2007). En réponse & une
carence en azote, l’expression des genes NRT2.4 et
NRT2.5 (Orsel et al., 2002; Okamoto et al., 2003 ;
Kiba et al.,, 2012) est fortement induite. Si la fonc-
tion de la protéine NRT2.5 est encore inconnue, il
a été montré que celle de NRT2.4, protéine loca-
lisée de fagon polarisée au niveau de la membrane
plasmique, est de permettre I'influx racinaire du ni-
trate lorsque sa concentration est tres faible. De plus,
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Iexpression de NRT2.1 est également induite de fagon
transitoire en raison de la levée de sa répression par
les acides aminés. Des triples mutants nrt2.1 nrt2.2
nrt2.4 montrent un phénotype de croissance altérée
en présence de faibles concentrations de nitrate dans
le milieu, ce qui révele un réseau sophistiqué de trans-
porteurs au niveau racinaire.

Une fois que le nitrate est absorbé au niveau ra-
cinaire, son devenir dépend des besoins en azote de
la plante. Si la plante n’a pas besoin d’azote, le ni-
trate absorbé peut étre stocké dans les vacuoles, et/ou
excrété par les cellules racinaires. Lorsque les besoins
en azote de la plante augmentent, les réserves de ni-
trate accumulées dans les vacuoles sont utilisées pour
la synthese de novo d’acides aminés. Pour sa réduction
mais aussi pour son stockage vacuolaire, le nitrate
est majoritairement transporté via le xyleme vers les
feuilles et les pétioles (Clarkson, 1986; Bothe, 1987;
Van der Leij et al., 1998 ; Krapp et al., 2011). I existe
un équilibre entre I'eflux de nitrate, sa réduction dans
le cytosol, son stockage dans la vacuole et son ex-
port via le xyleme (Agrell et al., 1997). Cet équilibre
est finement contrélé par sa disponibilité dans le sol
et par les besoins nutritionnels de la plante (Herdel
et al., 2001). Au niveau cellulaire, les mécanismes et
les éléments régulateurs controlant les flux de nitrate
dans la plante sont encore assez peu connus. Si les
mécanismes d’efflux racinaire de nitrate sont moins
connus que les mécanismes d’influx, un transporteur
de la famille des PTR/NRT1, la protéine NAXT1 (Ni-
trate excretion transporter 1) a récemment été im-
pliquée dans l'eflux de nitrate au niveau de la mem-
brane plasmique (Segonzac et al., 2007). De plus,
NRT1.5, qui est impliqué dans le chargement du
xyleme en nitrate, agit par un mécanisme d’efflux.
L’homéostasie du nitrate intracellulaire semble repo-
ser en partie sur des protéines de la famille des canaux
anioniques CLC (chloride channels) (Geelen et al.,
2000). 11 a été récemment démontré par des approches
de localisation subcellulaire et d’électrophysiologie que
CLCa et CLCb étaient impliqués dans le charge-
ment vacuolaire du nitrate (De Angeli et al., 2006;
von der Fecht-Bartenbach et al., 2010). La remobilisa-
tion du nitrate de la vacuole vers le cytoplasme dépend
de Defficacité de son transport a travers le tonoplaste,
mais aussi de son assimilation par la nitrate réductase

(Van der Leij et al., 1998; Cookson et al., 2005).

Plusieurs transporteurs NRT1/NRT2 (NRT1.4,
NRT1.5, NRT1.7, NRT1.9, NRT2.4) sont actifs dans
la distribution du nitrate vers les parties aériennes via
le xyleme ou dans la remobilisation du nitrate via le
phloeme (Wang et al., 2012). En plus des protéines
des familles NRT1 et NRT2, les canaux anioniques
X-QUAC (Quick Activating Anion Conductance), in-
ductibles par le nitrate et situées sur la membrane
plasmique des cellules du parenchyme, sont aussi

impliqués dans la translocation du nitrate (Kohler
et al., 2002). Seuls NRT1.7 et NRT2./, exprimés dans
le phloeme, sont induits par une carence en azote.
Leurs mutants respectifs ont tous deux des taux de ni-
trate réduits dans les exsudats phloémiens. Pourtant,
seuls les mutants nrtl.7 ont une croissance réduite
lorsque 'azote devient limitant.

Assimilation de nitrate et remobilisation
d’azote

L’assimilation du nitrate a lieu dans le cytosol et dans
les chloroplastes. Le nitrate présent dans le cytosol
est réduit en nitrite par la nitrate réductase (NR).
Cette enzyme cytosolique fonctionne en homodimere
et réduit le nitrate en nitrite grace aux électrons four-
nis par le NADH (Rouzé & Caboche, 1992). Les mo-
nomeres de NR sont liés entre eux par des ponts
disulfure et sont associés a trois cofacteurs : la fla-
vine adénine dinucléotide (FAD), 'heéme (de type cy-
tochrome b557) et le cofacteur & molybdene (Mo-
co). Le nitrite est transporté vers les plastes pour y
étre réduit. Récemment, une protéine de la famille
des POT (Proton-dependent Oligopeptide Transpor-
ters) a été identifiée comme un transporteur de ni-
trite et localisée au niveau des membranes du chlo-
roplaste (Sugiura et al., 2007). Une fois dans les
plastes, le nitrite est réduit en ammonium par la ni-
trite réductase (Kleinhofs & Warner, 1990). L’ammo-
nium est d’abord incorporé dans la glutamine, puis
la glutamine est transformée en glutamate qui servira
de base a la synthese des autres acides aminés (Miflin
& Habash, 2002). La glutamine synthétase (GS) et la
glutamate synthase (GOGAT) sont les enzymes prin-
cipales qui catalysent ces deux réactions consécutives,
nommées cycle GS/GOGAT. Une troisieme enzyme,
la glutamate déshydrogénase (GDH), a un role plus
controversé.

Dans des conditions de carence en azote, les ac-
tivités de la NR et de la GS diminuent fortement,
alors que lactivité de la GDH augmente (Krapp et al.,
2011). Bien que la fonction de la GDH in planta
soit encore incertaine, son role dans le catabolisme
des acides aminés pourrait expliquer son implica-
tion dans la remobilisation d’azote en cas de carence
azotée, comme cela a été proposé lors de la sénescence
(Diaz et al., 2006 ; Masclaux-Daubresse et al., 2006).
La désamination catalysée par la GDH semble étre
une source importante d’ammonium qui peut étre
ré-assimilé par exemple sous forme d’acides aminés.
Toutefois, des études de plus en plus nombreuses
indiquent que la GDH dans des réponses au stress
offrirait un itinéraire supplémentaire/alternatif a la
voie GS/GOGAT pour lassimilation d’ammonium
(Skopelitis et al., 2006). Chez le tabac et la vigne, la
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GDH semble jouer un role dans le recyclage d’ammo-
nium dans les cellules compagnes (Dubois et al., 2003 ;
Tercé-Laforgue et al., 2004 ; Fontaine et al., 2006). Il a
été montré que 'ammonium intracellulaire provenant
de Pammonium exogene (Tercé-Laforgue et al., 2004),
ainsi que des activités protéolytiques élevées induites
par la sénescence (Masclaux et al., 2000; Loulakakis
et al., 2002) ou encore des stresses abiotiques (Lutts
et al., 1999; Hoai et al., 2003) entrainaient une aug-
mentation de 'activité amination de la GDH in witro.
Dans des conditions de carence en azote, ’ammonium
est produit par plusieurs processus cataboliques. Il
a également été montré que 'activité GDH augmen-
tait de 200 % chez les plantes cultivées en présence de
quantités limitantes en azote (Tschoep et al., 2009).

La remobilisation de l’azote implique la dégr-
adation de protéines. Récemment, une ubiquitine li-
gase de type E3, NLA, a été identifiée comme étant im-
pliquée dans la remobilisation (Peng et al., 2007). Les
plantes mutées pour le gene NLA présentent, dans des
conditions limitantes en azote, une expression modifiée
des genes impliqués dans la synthese des composés
azotés, la dégradation des acides aminés, I’accumu-
lation d’amidon, la sénescence, et la biosynthese des
anthocyanes et des phénylpropanoides (Peng et al.,
2007). Il semble donc que la dégradation des protéines
via le protéasome soit importante pour la réponse au
nitrate.

Intégration avec le métabolisme primaire

La relation étroite entre les métabolismes azoté et
carboné a été bien établie (pour revue, voir Krapp
& Truong, 2006). Les squelettes carbonés sont es-
sentiels pour lincorporation de l'azote inorganique
dans des composés comme les acides aminés, les
protéines, les acides nucléiques et un grand nombre
de métabolites secondaires. Au cours de I'assimilation
du nitrate, 55 % du carbone fixé par la photosyntheése
sont convertis par le biais de la glycolyse en phos-
phoénolpyruvate (PEP) et en acides organiques, par
exemple le 2-oxoglutarate (20G), qui est le squelette
carboné de base des premieres étapes de l'incorpora-
tion de l'azote en acides aminés (Huppe et al., 1994).
De plus, la réduction d’azote inorganique (NO;,
NH,") consomme beaucoup d’énergie et de pouvoir
réducteur : la réduction du NO,~ en NH," nécessite
6 ferrédoxines, qui sont fournies par les réactions de
la photosynthese. Ainsi la réduction du NO5 et du
CO> sont potentiellement en concurrence pour les
équivalents réducteurs produits par la chaine de trans-
port d’électrons dans le chloroplaste (Bloom, 1997).
Inversement, l'effet de 1’assimilation d’azote sur la
photosynthese est évident, en particulier en ce qui
concerne les protéines (produits azotés) impliquées

dans le processus de photosynthese. L’enzyme-clé de
la fixation du COs», la Rubisco, est la principale com-
posante azotée d’une cellule photosynthétique. En ef-
fet, la proportion de la Rubisco dans une cellule de
feuille peut atteindre jusqu’a 50 % des protéines to-
tales. L'efficacité catalytique de I’enzyme Rubisco est
plutot faible ; par conséquent, elle doit étre présente en
grandes quantités. En outre, en plus de la Rubisco, un
grand nombre de protéines thylakoidales et un grand
nombre d’autres activités catalytiques sont nécessaires
pour des réactions photosynthétiques primaires et
secondaires.

Une coordination de ces deux voies tres in-
terdépendantes est mnécessaire pour assurer un
développement optimal des plantes, car I’assimilation
du carbone et de l'azote sous forme de matiere or-
ganique a un effet marqué sur la productivité des
plantes et le rendement des cultures (Lawlor et al.,
1989; Lawlor, 2002). En effet, au niveau de la plante
entiere, de nombreuses données montrent les inter-
connexions entre la photosynthese et le métabolisme
azoté, et leur importance pour la croissance et le
développement des plantes. La photosynthese est af-
fectée par le métabolisme azoté. Ainsi la carence
azotée peut provoquer une réduction de la capacité
photosynthétique et une accumulation d’amidon et de
sucres. Les sucres sont synthétisés dans les parties
aériennes, mais comme la racine représente le puits
principal en cas de carence en azote (voir ci-dessous),
le saccharose est transporté vers les racines. Dans les
études sur la carence azotée, il a été montré que le
saccharose s’accumulait tres rapidement dans les par-
ties aériennes et seulement plus tard dans les racines
(Krapp et al., 2011). En outre, amidon s’accumule
en quantités tres élevées dans les feuilles et n’est pas
completement utilisé pendant la nuit. Une corrélation
négative entre la teneur en amidon et la croissance a
été observée dans les situations de stress, et il a été
démontré que 'amidon jouait un role intégrateur ma-
jeur pour la croissance (Sulpice et al., 2009).

En plus des concentrations de glucose, de fructose
et de saccharose, les concentrations d’autres sucres mi-
neurs augmentent pendant une carence en azote. Les
teneurs en mannose et en galactose augmentent ra-
pidement dans les parties aériennes, mais beaucoup
moins rapidement dans les racines, alors que l'inverse
a été observé pour les teneurs en xylose. Pour les par-
ties aériennes, le composé dont la teneur augmente le
plus est le raffinose (80 fois), tandis qu’il n’augmente
que de trois fois dans les racines. Le raffinose s’ac-
cumule aussi en cas d’autres contraintes abiotiques,
comme le froid ou la sécheresse (Taji et al., 2002), et
certains auteurs pensent qu’il joue un role dans l'os-
moprotection et dans la stabilisation des membranes
cellulaires. Toutefois, dans les plantes transgéniques
avec des niveaux élevés de raffinose, aucun effet sur
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Pacclimatation au froid n’a été observé (Zuther et al.,
2004). Une autre hypothese suggere que le raffinose et
son précurseur, le galactinol, peuvent agir comme des
piégeurs de radicaux (Nishizawa et al., 2008) et, par
conséquent, protéger les cellules contre le stress oxy-
datif, qui est connu pour se produire lors de différents
stresses tels que la carence en azote (Shin et al., 2005).

La synthese des acides organiques joue un role
majeur dans l'assimilation de 1’azote, parce que ces
acides sont utilisés comme squelettes carbonés pour la
biosynthese d’acides aminés, et qu’ils sont également
impliqués dans le maintien du pH. Lorsque du ni-
trate est ajouté a lalgue Selenastrum minutum, la
pyruvate kinase et la PEP carboxylase (PEPC) sont
activées et le flux de carbone sous forme d’acides
organiques est stimulé (Huppe et al., 1994; Turpin
et al., 1997). Il est également prouvé que les signaux
du métabolisme azoté permettent de coordonner la
régulation transcriptionnelle d’un groupe d’enzymes-
clés de la synthese des acides organiques dans les
plantes supérieures (Scheible et al., 1997). Le fuma-
rate, un autre acide organique, semble se comporter
comme un puits de carbone pour la photosynthese,
d’une maniere similaire a I'amidon. Il a été rapporté
que lorsque ’accumulation d’amidon est bloquée dans
le mutant pgm1, le surplus en carbone est incorporé
dans le fumarate (Chia et al., 2000). Cependant ce role
n’est pas encore clair : il a été montré que la teneur
en fumarate augmentait de facon significative dans les
parties aériennes de plantes carencées en azote, tan-
dis qu’elle diminuait dans des plantes cultivées dans
des conditions limitantes en azote (Tschoep et al.,
2009). L’analyse d’'un mutant de la fumarase cytoso-
lique (fum?2) (Pracharoenwattana et al., 2010) a révélé
un lien entre les acides aminés et le fumarate.

Bien que la régulation de chaque voie métabolique
par l'azote et le carbone soit assez bien décrite,
nous commencons tout juste a découvrir les acteurs
moléculaires impliqués dans ces processus, tels que les
facteurs métaboliques ayant un role de régulation et
les systemes de détection de ces signaux (pour revue,
voir Coruzzi & Bush, 2001 ; Coruzzi & Zhou, 2001;
Foyer et al., 2003). Des modifications simultanées des
métabolismes carboné et azoté ont été réalisées par
la surexpression du facteur de transcription DOF1
(Yanagisawa et al., 2004). Ces plantes transgéniques
poussent mieux en conditions limitantes en azote.

L’effet de la disponibilité en azote
sur I’homéostasie d’autres macroéléments

Récemment, Kant et al. (2011) ont montré que la te-
neur en phosphate augmente dans les parties aériennes
des plantes cultivées en conditions limitantes en azote.
A Tinverse, lorsque la carence en azote est compléte,

la teneur en phosphate des parties aériennes diminue
(Krapp et al., 2011). Le modele du cross-talk de ni-
trate et de phosphate proposé par Kant et ses collegues
suggere que le nitrate inhibe 1’absorption du phos-
phate par les racines et que, par conséquent, la plante
absorbe davantage de phosphate en cas de faible ap-
port externe de nitrate; et ce dernier s’accumule alors
dans les parties aériennes. En cas de carence en azote,
il a été proposé que ’absorption accrue de phosphate
conduise a une augmentation de la quantité totale de
phosphate racinaire, car dans ce cas la plupart des
ressources sont dirigées vers le puits le plus attractif,
la racine. Un fin contréle de 'homéostasie ionique via
le cross-talk de la régulation en éléments nutritifs est
peut-étre une caractéristique générale, comme cela a
été décrit pour le phosphore et le soufre (Rouached
et al., 2011).

En effet, plusieurs études ont montré des interac-
tions entre la régulation de l’assimilation du soufre
et la réduction des nitrates (Koprivova et al., 2000).
La cystéine synthétase (CS), derniere enzyme de la
voie d’assimilation du sulfate, joue un réle critique
car 'OAS (o-acétylsérine), qui est le précurseur de la
réaction qu’elle catalyse, est dérivé des voies d’assi-
milation carbonée et azotée. Une sur-représentation
des transcrits de I'assimilation du soufre a été mise en
évidence dans les racines et les parties aériennes en
réponse a la carence en azote (Krapp et al., 2011).

Intégration avec le métabolisme secondaire

En réponse & une carence en azote, la plante accu-
mule des anthocyanes, des flavonoides et des composés
phénoliques dans la feuille (Hsieh et al., 1998 ; Martin
et al., 2002; Scheible et al., 2004; Lea et al., 2007 ;
Bernard et al., 2009). Cette accumulation pourrait fa-
voriser la résistance aux agents pathogenes (Matros
et al., 2006). En ce qui concerne l'impact de l'en-
vironnement, en particulier la disponibilité en nutri-
ments, plusieurs hypotheses ont été proposées pour ex-
pliquer les changements des teneurs en métabolites se-
condaires dans les tissus végétaux. La plus célebre est
I’hypothese des équilibres de croissance-différenciation
(GDBH : growth—differentiation balance hypothesis,
Loomis, 1932). La GDBH est basée sur un compro-
mis entre l'allocation des ressources au métabolisme
primaire (favorisant la croissance) et la production de
métabolites secondaires (bénéfique pour la défense).
Donc, une ressource qui limite la croissance des plantes
ainsi que la fixation du carbone (photosynthese)
favorise l'accumulation des métabolites secondaires.
Si on considere la disponibilité en azote, la plu-
part des expériences sur I’accumulation des composés
phénoliques corrobore la GDBH (Glynn et al., 2007).
Toutefois, il convient de noter que presque toutes ces
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études ont été axées sur les parties aériennes, et que
les données sur les racines sont rares.

Cependant, le mécanisme moléculaire par le-
quel la carence en azote favorise une concentration
élevée en certains flavonoides n’est pas clair. La
phénylalanine est un acide aminé essentiel a l'inter-
face entre métabolismes primaire et secondaire. La
phénylalanine ammonium-lyase (PAL) dirige le flux
vers le métabolisme secondaire, et libere en méme
temps de 'ammonium qui est ré-assimilé. Le gene PAL
et I'enzyme PAL sont tous deux fortement régulés
par divers facteurs environnementaux (Herrmann &
Weaver, 1999), mais aucune étude détaillée concernant
leur régulation par la disponibilité en azote n’existe.
Cependant, il a été montré que d’autres genes im-
pliqués dans le métabolisme secondaire étaient induits
en cas de carence en azote (Scheible et al., 2004). Les
génes de la synthese des flavonoides sont principale-
ment exprimés de maniere différentielle dans les par-
ties aériennes, tandis que d’autres genes de la synthese
des phénylpropanoides sont les plus modulés dans les
racines (Krapp et al., 2011). Cette observation était
prévisible, car les anthocyanes s’accumulent principa-
lement dans les parties aériennes apres une longue ca-
rence en azote. L’analyse détaillée de la régulation de
la voie des flavonoides en aval de la PAL a révélé que
la déficience en azote favorisait uniquement la trans-
cription de certains genes bHLH et MYB (GL3, PAP2,
MYB12) importants pour ’accumulation des antho-
cyanes et des flavonols (Lea et al., 2007).

L’azote comme signal intervenant
dans I'adaptation

Chez les végétaux supérieurs, différents macro- et
micro-nutriments jouent non seulement un roéle nutri-
tionnel, mais ont aussi une fonction de signalisation
indépendante de leur métabolisme. Cette signalisa-
tion permet la régulation de ’expression des genes im-
pliqués dans leur transport et leur métabolisme, mais
conduit également a la modification de la morphologie
de la plante pour s’adapter aux conditions environ-
nementales (Coruzzi & Bush, 2001). Il a été montré
que le nitrate pouvait agir en tant que molécule-signal
controlant I'expression des genes et le développement
des plantes. Si les effets du nitrate sur la morpho-
logie de la plante sont assez bien décrits, les ac-
teurs moléculaires de sa signalisation sont encore peu
connus. Quelques éléments participant a cette signa-
lisation commencent cependant a étre identifiés et
laissent présager de nombreuses interconnections avec
d’autres voies de signalisation comme celles des hor-
mones ou des sucres (Coruzzi & Zhou, 2001).

L’architecture racinaire et la perception
du nitrate

Puisque les plantes doivent s’adapter a des teneurs en
nitrate tres variables dans les sols, elles ont développé
des systemes leur permettant de percevoir le nitrate
du sol et de modifier leur architecture racinaire pour
coloniser les régions les plus riches. Elles ont également
élaboré un systeme de perception du nitrate endogene
qui leur permet d’adapter 'expansion de leur systeme
racinaire et foliaire en fonction de leurs besoins. Ainsi,
lorsque l'apport d’azote est faible, les plantes vont
développer leurs racines aux dépens des feuilles afin
d’améliorer 'acquisition racinaire de l’azote (Drew,
1975; Scheible et al., 1997). Cette redistribution des
ressources a pour conséquence une diminution du ra-
tio shoot/root de la plante, qui est le rapport des
masses fraiches foliaires sur les masses fraiches raci-
naires. En plus de son effet sur le ratio shoot/root,
le nitrate controle également la morphologie racinaire
par deux mécanismes distincts et antagonistes décrits
comme « l'effet localisé » et « l'effet systémique » du
nitrate (Zhang et al., 2007). Les voies de signalisation
du nitrate aboutissant & ces différentes réponses de
la plante sont encore peu connues, mais il semblerait
qu’elles interferent avec de nombreuses autres voies de
signalisation.

Chez Arabidopsis, plusieurs composantes de la voie
de signalisation locale du nitrate ont été identifiées.
Ainsi, ANRI1, un facteur de transcription apparte-
nant a la famille des MADS box, est impliqué dans
I’élongation des racines latérales en réponse au ni-
trate. En effet, des plantes pour lesquelles ’expression
de ce gene a été diminuée par stratégie anti-sens ou
co-suppression ne répondent pas a I’application locale
de nitrate (Zhang & Forde, 1998). Plus récemment,
il a été démontré que des mutants pour le transpor-
teur de nitrate NRT1.1 présentent un phénotype si-
milaire & celui des lignées supprimées pour ANRI et
sont insensibles a leffet stimulant du nitrate sur la
croissance des racines latérales. De plus, I'expression
d’ANR1 est fortement diminuée dans les mutants
nrtl.1, suggérant que la protéine NRT1.1 participe
a cette signalisation en amont d’ANRI1 et serait im-
pliquée dans la régulation transcriptionnelle de ce
gene. L’étude de 'expression de NRT2.1 dans le mu-
tant nrtl.1 a montré un défaut dans la régulation
de ce gene par le nitrate, confirmant que NRT1.1
joue un role dans la signalisation de lazote (Munos
et al., 2004). Il a donc été proposé que le transpor-
teur de nitrate NRT1.1 jouerait un réle de senseur
du nitrate et participerait a la transmission locale
du signal nitrate en induisant I'expression du gene
ANR1 pour aboutir a I’élongation des racines latérales
(Remans et al., 2006). Cependant, les mécanismes
intervenant entre NRT1.1 et ANRI sont encore a
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découvrir, ainsi que ceux qui conduisent d’ANRI1 a
I’élongation des racines latérales. De récentes ana-
lyses transcriptomiques ont montré que des mutants
du géne NRT1.1/CHLI présentaient une dérégulation
de lexpression des genes régulés par le nitrate,
indépendamment du transport de l'ion (Hu, 2009;
Wang, 2009). De plus, le mutant nrt1.1-9 est découplé
pour la signalisation et le transport, ce qui confirme
le double role de NRT'1.1/CHL1 dans le transport et
la signalisation du nitrate (transcepteur).

Le transporteur de nitrate NRT2.1, tout comme
NRT1.1, participe a la signalisation du nitrate de
maniere indépendante de ses fonctions de transpor-
teur. Remans et al. (2006) ont montré que NRT2.1
était impliqué dans la signalisation qui conduit a ’ini-
tiation des primordia de racines latérales lorsque le
nitrate est en faible concentration dans le milieu.
L’initiation des racines latérales est inférieure chez le
mutant atnrt2.1 par rapport a celle de plantes sau-
vages présentant un influx de nitrate similaire a ce-
lui du mutant. Un réle de senseur du nitrate avait
déja été proposé pour cette protéine par Little et al.
(2005). Ces premieres expériences avaient montré que
le mutant linl, portant une mutation ponctuelle dans
le gene NRTZ2.1, était insensible a linhibition de
I’émergence des racines latérales provoquée par un fort
ratio carbone/azote (saccharose 4,5 %, nitrate d’am-
monium 0,01 mM). Encore une fois, ce phénotype est
indépendant de l'influx de nitrate dans les plantes,
suggérant que NRT2.1 participe a la répression de
I’émergence des racines latérales en tant que senseur
ou élément de transduction du signal nitrate. Bien que
le role signalétique de NRT2.1 ait clairement été établi
par ces deux études, sa fonction dans l'initiation des
racines latérales reste complexe puisqu’il peut soit la
favoriser, soit I'inhiber en fonction des conditions.

Régulation rapide de I'expression des genes

En cas de carence en azote, environ 1000 genes sont
soit induits, soit réprimés, de fagon organe-spécifique
et de fagon temporelle (Krapp et al., 2011). En plus de
son propre transport et de son assimilation, la carence
en nitrate modifie 'expression des genes liés a la bio-
synthese des acides aminés et des acides nucléiques,
ainsi que la transcription, la gestion des ARNS, la bio-
synthese des ribosomes et des hormones, la production
d’agents réducteurs, et le métabolisme du tréhalose. 11
a été montré que la grande majorité de ces genes était
régulée de fagon inverse par un apport en nitrate, ce
qui laisse penser que les signalisations impliquées dans
la perception du nitrate ou de sa carence sont en partie
identiques.

Les acteurs moléculaires de ces signalisations sont
encore tres mal connus. Les transporteurs de nitrate

NRT2.1 et NRT1.1 participent a la signalisation du ni-
trate en tant que protéines senseurs (voir plus haut).
Deux protéines kinases appartenant a la famille des
protéines kinases CIPK, CIPKS8 et CIPK23, ont été
identifiées a la suite des études de transcriptome dans
le mutant nrtl.1 (chil). Ces genes, qui sont normale-
ment induits fortement par le NO4~, répondent beau-
coup moins fortement dans le mutant nrtl.1 (chil).
Les CIPK interagissent avec les protéines CBL, des
senseurs de calcium spécifiques des plantes qui, lors-
qu’elles sont liées au calcium, activent les kinases
CIPK et les cascades de signalisation qui en découlent
(Albrecht, 2001). Les analyses de mutants knock-out
de CIPKS et CIPK23 ont montré que les deux kinases
participaient a la réponse initiale au nitrate. Toute-
fois, CIPKS8 est un régulateur positif de la phase de
faible affinité de la réponse, alors que CIPK23 est un
régulateur négatif de la phase de haute affinité. En
cas de faible concentration de nitrate, CIPK23 phos-
phoryle CHL1 au niveau du résidu Thr101 (Ho et al.,
2009 ; Hu et al., 2009).

Les facteurs de transcription sont les acteurs des
voies de signalisation qui permettent la modification
de l'expression des genes en réponse a la perception
d’un signal par des protéines senseurs ou récepteurs.
Le premier facteur de transcription ayant été im-
pliqué dans la signalisation du nitrate est ANR1, une
protéine de la famille des MADS-box, qui participe
a l'élongation des racines latérales par suite de la
perception locale du nitrate par la protéine NRT1.1
(Zhang & Forde, 1998 ; Remans et al., 2006). Ce n’est
que récemment qu’une approche comparative a été
utilisée avec succes pour identifier un second facteur
de transcription, NLP7 (Nin Like Protein 7), im-
pliqué dans la régulation du métabolisme azoté. NLP7
est I'un des neuf membres de la famille NLP chez
Arabidopsis qui regroupe des facteurs de transcrip-
tion RWP-RK. Les NLPs sont homologues a la fois
a la protéine NIN, impliquée dans la formation des
nodules en l’absence d’azote chez les légumineuses
(Schauser et al., 1999), et a la protéine NIT2 qui
régule I'expression de la nitrate réductase (NIA) chez
Chlamydomonas (Camargo et al., 2007). Si le rdle
moléculaire de la protéine NIN est encore inconnu
chez les légumineuses, il a été montré en revanche que
NIT2 se liait au promoteur du gene NIA chez Chla-
mydomonas. Nous avons montré que la protéine NLP7
constituait un régulateur positif des genes inductibles
par le NO;~ et un régulateur négatif des genes in-
ductibles par la carence en azote (Castaings et al.,
2009). En outre, ces mutants présentent un phénotype
constitutif de carence en azote, probablement di & une
altération de la signalisation azotée.

Tout récemment, trois autres facteurs de transcrip-
tion de la famille LBD (Lateral organ Boundary Do-
main) ont été identifiés parmi des genes inductibles
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par le nitrate et ont été proposés comme candidats de
sa signalisation. Ils se sont révélés étre des régulateurs
négatifs des signaux de la disponibilité en azote ainsi
que de la biosynthese des anthocyanes (Rubin et al.,
2009). Les mutants [bd37, 1bd38, ou 1bd39 accumulent
les anthocyanes lorsqu’ils sont cultivés dans des condi-
tions suffisantes en azote et expriment constitutive-
ment des genes de la biosynthese des anthocyanes. De
plus, ces genes LBD sont impliqués dans la répression
directe ou indirecte de beaucoup d’autres genes connus
comme étant régulés par l'azote, y compris les genes
clés nécessaires a ’absorption et a ’assimilation de ni-
trate. Une élégante approche de biologie des systemes
a identifié un autre facteur de transcription, SPL9,
comme impliqué lui aussi dans I'induction de genes
par le nitrate (Krouk et al., 2010b).

Nous ne sommes qu’au début de la compréhension
du réseau de régulation développé par les plantes
pour s’adapter a la disponibilité en azote. Seule la
partie émergée de l'iceberg est connue, et d’autres
mécanismes épigénétiques tels que la régulation par
des petits ARNs (Gifford et al., 2008; Vidal et al.,
2010) ou par la modification de la chromatine (Widiez
et al., 2011) sont également impliqués.

Crosstalk avec les voies de signalisation
des phytohormones

La morphologie et le développement des plantes sont
sous le controle de nombreux signaux environnemen-
taux comme la disponibilité en nutriments, mais aussi
sous le controle de signaux endogenes comme les hor-
mones. La compréhension de ces signalisations pro-
gresse, et de nombreuses interconnections entre les
différentes voies commencent a émerger.

Interaction avec les cytokinines

La disponibilité en nitrate influence grandement la
croissance des différents organes de la plante. Lorsque
les plantes sont privées de nitrate, I’expansion des
feuilles s’arréte au profit de ’expansion des racines,
alors que l'inverse est observé lorsque le nitrate n’est
pas limitant. Il a été démontré chez le tabac que
la concentration en cytokinines augmentait dans les
seves du xyleme apres un apport de nitrate (Walch-Liu
et al., 2000). De maniere analogue chez le mals puis
chez Arabidopsis, une réalimentation en nitrate en-
traine une accumulation de cytokinines au niveau ra-
cinaire et un flux de ces hormones vers les parties
aériennes (Takei et al., 2001, 2002, 2004). Il est bien
connu que les cytokinines jouent un role important
dans la division cellulaire et la croissance. Il est donc
possible qu’elles servent de médiateurs systémiques du
signal nitrate conduisant a la croissance des parties
aériennes (Walch-Liu et al., 2000 ; Forde, 2002).

Au niveau moléculaire, une interaction entre les
systemes de régulation des cytokinines et du nitrate
a été mise en évidence. Par exemple, le nitrate induit
les genes de biosynthese des cytokinines comme IPT3
(Takei et al., 2004; Wang et al., 2004) ou des genes
de types ARR (Arabidopsis Response Regulator) in-
tervenant dans la réponse aux cytokinines (Taniguchi
et al., 1998). En retour, les cytokinines contrdlent
I’expression de genes impliqués dans le métabolisme
et le développement, mais aussi dans ['acquisition
des macronutriments dont le nitrate (Brenner et al.,
2005). Sakakibara et al. (2006) ont proposé un modele
d’intégration des signaux nitrate et cytokinines au
niveau de la plante entiere. Dans ce modele, 'ac-
tion couplée du nitrate et des cytokinines permet-
trait la régulation de la synthese des protéines, du
métabolisme hormonal ou des flux d’eau, mais aussi
le controle des réponses morphologiques de la plante.

Interaction avec I'acide abscissique

L’acide abscissique (ABA) est une autre hormone qui
joue un role important pour linhibition systémique
de I’émergence et de ’élongation des racines latérales
par de fortes concentrations en nitrate. Par exemple,
des mutants de biosyntheése de PABA (abal-1, aba2-
3, aba2-4 et aba3-2) et des mutants insensibles a
PABA (abif-1, abif-2 et abi5-1) sont moins sen-
sibles & Deffet inhibiteur du nitrate (Signora et al.,
2001). De plus, lapplication exogéne d’ABA mime
Ieffet du nitrate en inhibant I'activité méristématique
des racines latérales, ce qui a conduit au concept
de « dormance des racines latérales ». Bien que le
terme de dormance soit utilisé pour décrire cette in-
hibition, les mécanismes impliqués dans la dormance
des graines et des racines latérales sont différents
(Signora et al., 2001). Les mutants labi (lateral root
ABA-insensitive), capables de développer des racines
latérales en présence de concentrations inhibitrices
d’ABA, sont aussi insensibles & 'effet inhibiteur du
nitrate (Zhang et al., 2007). L’identification des genes
LABI pourra sans doute permettre de mieux com-
prendre l'interaction entre ABA et nitrate dans ces
mécanismes.

Interaction avec I'auxine

L’auxine, synthétisée principalement dans les parties
aériennes, est redistribuée par le phloeme jusqu’a la
pointe racinaire ou elle joue un role important dans
le controle de la croissance racinaire (Casimiro et al.,
2001). Une baisse du transport de cette hormone,
en réponse a une accumulation de nitrate dans les
feuilles, a été proposée comme faisant partie du si-
gnal systémique du nitrate conduisant a 'inhibition
de la croissance racinaire (Forde, 2002). En accord
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avec cette hypothese, il a été démontré que le ni-
trate, apporté aux plantes a fortes concentrations,
inhibait le flux d’auxine des feuilles vers les racines
(Walch-Liu et al., 2006). En plus de son role dans
I'inhibition systémique de la croissance des racines
latérales, 'auxine parait également impliquée dans
Ieffet local du nitrate. En effet, le gene AXR/ semble
étre engagé dans cet effet puisque le mutant azry,
résistant a ’auxine, n’est pas capable d’allonger ses
racines latérales en réponse a ’application locale de
nitrate (Zhang et al., 1999). Il a été proposé qu’ANR1
pourrait agir en amont d’AXR4 pour aboutir, en
réponse au nitrate, a la prolifération cellulaire du
méristeme des racines latérales via I'activation d’une
cascade de MAP kinases (Mitogen-Activated Protein
kinases) (Zhang et al., 1999 ; Forde, 2002).

Des nouveaux liens entre la signalisation par
lauxine et la réponse au statut azoté ont été
découverts grace aux profils transcriptomiques de cing
types cellulaires de racines d’Arabidopsis en réponse
a lazote. Cette étude a montré qu'un circuit trans-
criptionnel entre le mir385 et un facteur de réponse
a l'auxine (ARFS8) controle la plasticité des cellules
du péricycle qui donne lieu a ’émergence des primor-
dia de racines latérales en réponse a l'azote (Gifford
et al., 2008). En outre, le séquengage de petits ARNs
induits par le nitrate a identifié miR393 et une de ses
cibles, le récepteur a l'auxine AFB3, en tant qu’ac-
teurs moléculaires dans la régulation de la croissance
des racines primaires et latérales par le nitrate (Vidal
et al., 2010).

Plus récemment, un lien entre le transcepteur du
nitrate NRT1.1 et 'action de 'auxine a été démontré.
En effet, NRT1.1 transporte ’auxine si la concentra-
tion en nitrate est faible et 'augmentation de I’auxine
conduit a la stimulation de la croissance des racines
latérales (Krouk et al., 2010a).

Perspectives

Malgré une connaissance approfondie de ’adaptation
physiologique et morphologique des plantes a la ca-
rence en azote, beaucoup reste a faire pour identi-
fier les réseaux de signalisation impliqués dans ces
mécanismes ainsi que le cross-talk avec les autres voies
métaboliques et les autres voies de signalisation.

De concert avec les approches de biologie
moléculaire et de biologie des systemes, ’exploitation
de la variabilité naturelle pourrait y contribuer de
fagon importante. Loudet et al. (2003) par exemple
ont décrit 5 QTL (Quantitative Trait Locus) clefs pour
des caracteres en lien avec le statut azoté de la plante.
L’identification des geénes soutenant ces QTL appor-
tera des nouveaux éléments quant a la régulation de la
réponse des plantes a la disponibilité en azote. De plus,

Tkram et al. (2012) ont récemment étudié des acces-
sions d’ Arabidopsis montrant des réponses contrastées
a la carence en azote, ce qui ouvre un important po-
tentiel pour I'exploitation de la variabilité naturelle.
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