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Avant propos :

La synthése bibliographique qui va suivre est la premiere partie d'une synthése globale sur [absorption
et [assimilation des différentes formes d'azote par les végétaux supérieurs.

CHATEAU
DURFORTH : Cette premiére partie concerne le nitrate et lammonium. La deuxiéme partie concernera lurée, les acides

VIVENS| aminés et 'azote atmosphérique. La troisiéme partie sera orientée sur la nutrition azotée chez la vigne.

=2 La quatrieme et derniere partie sera une synthése succincte des trois autres qui mettra laccent sur les
H.i:.'{i'é‘i:;;es avantages et inconvénients de labsorption et de lassimilation des différentes formes dazotes chez les
oA p | a nte S,
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Introduction

Les végetaux ont trois sources dazote (Soltner, 2007) :
- l'azote minéral du sol qu'ils absorbent sous forme dions NO5 et NH,* dissous dans eau du sol et provenant de la
minéralisation des matiéres organiques du sol (minéralisation primaire et minéralisation de 'humus), des apports
dengrais azotés et de 'ammoniaque (NH,OH) apporté par les pluies orageuses,

- lazote organique que les végétaux peuvent absorber sous forme de petites molécules, certaines espéces étant plus
capables que dautres d'utiliser ces formes,

- lazote gazeux de lair (dans le sol par les racines et dans Iatmosphére par les tiges) que certains végétaux peuvent

absorber généralement par lintermédiaire de microorganismes avec lesquels ils vivent en symbiose.

La décomposition des matiéres azotées du sol aboutit a la formation d'ions ammonium NH," et dions nitrate NO;~ au cours de
processus microbiens que sont (Soltner, 2007) :
- la protéolyse, dégradation des protéines en acides aminés et en amides tels que lurée,

- 'ammonisation, réduction de l'urée avec production d'ions ammonium NH,",

- la nitrification, oxydation de I'ammoniac (NHs;) en acide nitreux (HNO,) et ions nitreux NO, (nitritation ou
nitrosation), puis en acide nitrique (HNOs) et ions nitrates NO5™ (nitratation).
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Donc, dans le sol, le nitrate et lammonium sont les deux principales formes dazote inorganique disponibles pour la plante mais elle
peut aussi absorber et assimiler de 'urée et des acides aminés (Raven et al., 1992).

! La disponibilité en azote du sol peut varier en fonction de facteurs tels que les précipitations, la température, le type de sol, le pH et
CHATEAU les apports. Par consequent, la forme préférée dans laquelle 'azote est prélevé par la plante dépend de I'adaptation des plantes aux

DURFORT | conditions du sol.
VIVENS| |

En régle générale, les plantes adaptées aux sols acides, pauvres en oxygéene (réducteurs) et détrempés ont tendance a absorber de
I'ammonium ou des acides aminés tandis que les plantes adaptées aux sols & pH plus élevés et riches en oxygene absorbent
préférentiellement du nitrate (Maathuis, 2009).

[utilisation de lazote par les plantes nécessite plusieurs étapes : labsorption, lassimilation, la translocation et quand les plantes
vieillissent, le recyclage et la remobilisation (Masclaux-Daubresse et al., 2010).
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S ) Rappel sur les transports actifs et passifs des ions dans la plante

Lénergie d'un ion « i » dans un compartiment donné est définie par son potentiel électrochimique p; (exprimé en J:mol-") qui
dépend essentiellement de la concentration (C;) de cet ion dans ce compartiment, de sa valence (z), et du potentiel électrique (V)
auquel se trouve ce compartiment (Morot-Gaudry et al., 2017).

La variation du potentiel électrochimique (Ap;) lors du passage de lion « i » d'un compartiment a un autre ne dépend donc que de
la concentration C et du potentiel électrique W dans chacun des compartiments (Morot-Gaudry et al., 2017).
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Le transport dun ion « i » est dit passif dun
compartiment 1 & un compartiment 2 (par exemple de
la solution du sol au cytosol dun poil absorbant
racinaire), lorsquil seffectue dans le sens dune
diminution du potentiel électrochimique de cet ion.
Autrement dit quand lénergie de lion est plus faible
dans le compartiment darrivée que dans e
compartiment dorigine : dans ce cas Ay; est négatif
(Ay; < 0) et lion emprunte une voie de pénétration
dans le plasmalemme en migrant « spontanément»
dans le sens dune descente de son potentiel
electrochimique (figure 1) (Morot-Gaudry et al., 2017).

Potentiel
électrochimique

diffusion
simple

Figure 1 : les trois types de transport passif.

diffusion facilitée

transporteur

Apoplasme

Cytosol

|l existe trois types de transport passif : par diffusion simple, par diffusion facilitée par des canaux et par diffusion facilitée par des

transporteurs en uniport (figure 1).

Le transport d’un ion « i » est dit actif lorsque '€nergie de l'ion est au contraire plus forte dans le compartiment darrivée que dans
le compartiment dorigine. Le transport actif seffectue dans le sens d'une augmentation du potentiel électrochimique de lion : dans
ce cas Ay; est positif (Ap; > 0) et lion est pris en charge par un systéme de transport qui lui transfére de 'énergie pour le faire
passer d'un potentiel énergétique plus élevé dans le compartiment darrivée que dans celui de départ en traversant la membrane

plasmique (Morot-Gaudry et al., 2017).
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Deux types de systéme de transport sont capables de réaliser un transport actif (Morot-Gaudry et al., 2017). :
Goprty X - les pompes ioniques primaires ou pompe a protons H*/ATPases,
SRR - les systémes de transport secondaire ou co-transport.

\ = les pompes ioniques primaires H*/ATPases (figure 2) tirent leur

. energie directement de [lhydrolyse de ['ATP qui fournit [Iénergie
CHATEAU nécessaire au transport de protons (H*) du cytosol vers le milieu
DURFORT s extérieur contre son potentiel électrochimique (Morot-Gaudry et al.,

VIVENS g 2017).

apoplasme

\ & Puisque ce sont des charges eélectriques positives (H*) qui se
H:(.Illf}i‘;;es déplacent du cytosol vers le milieu extérieur, le cytosol acquiert un [ESASEE
potentiel électrique négatif par rapport au milieu : elles permettent
dentretenir localement le gradient de protons entre milieu
extracellulaire et cytosol, ce qui permet le fonctionnement des ™= - : - -
Figure 2 : principe de fonctionnement des pompes ioniques primaires

systemes de transport secondaire (Morot-Gaudry et al., 2017). (H/ATPases de type P) de la membrane plasmique.

Le transfert de protons d'un co6té a lautre de la membrane se traduit par

PAUILLAC

) I'établissement d'une différence de potentiel électrochimique de H*, c'est-a-dire
= (4 d'une différence de potentiel électrique (A¥) et de pH (ApH) (Morot-Gaudry et al.,

|/'A\D 2017).
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Les pompes ioniques primaires ont pour effet dacidifier localement le sol :

le rejet de protons au niveau des poils absorbants implique le remplacement
progressif des cations présents dans la solution du sol (éventuellement associés
au CAH) par des protons, ce qui induit localement une acidification progressive
du sol (figure 3) (Campbell & Reece, 2004).

Ainsi, les protons en solution dans le sol contribuent a rendre disponibles
certains éléments pour la plante. Pour ce faire, ils prennent la place des
minéraux chargés positivement (des cations comme Ca2*) qui étaient fermement
liés a la surface des fines particules chargées négativement (figure 3) (Campbell
& Reece, 2004).

. \ . . . . Figure 3 : l'acidification du sol, une conséquence de l'absorption
Une plante contribue de deux fagons a la concentration molaire volumique de H racinaire (d'aprés Campbell & Reece, 2004).

dans le sol :

- par la sécrétion des protons
- par la respiration cellulaire dans ses racines.

La respiration cellulaire des racines libere dans le sol du CO, qui réagit avec I'eau pour donner de l'acide carbonique (H,CO,).
La dissociation de cet acide carbonique augmenta le nombre de protons dans le sol (figure 3).

> Les racines ne peuvent donc pas exploiter indéfiniment la méme zone du sol et sont « condamneées » a croitre.
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Les systémes de transport secondaire ou co-transport (figure 4)
realisent un couplage énergétique entre une pompe ionique
primaire qui transporte activement un ion (généralement des
protons H*) et un transporteur (symport ou antiport) qui assure
a la fois le retour passif de lion deélocalisé par la pompe
(protons H*) et le transport actif d'un autre ion (Morot-Gaudry et
al., 2017).

|l s'agit dun symport si les deux substrats (le soluté et H*), sont
transportés dans le méme sens (on parle alors de transport actif
secondaire de type symport), et dun antiport si les deux
substrats sont transportés en sens contraire (on parle alors de
transport actif secondaire de type antiport) (Morot-Gaudry et a/.,
2017).

Contrairement aux pompes ioniques primaires, les systemes de
transport secondaire n'utilisent pas ['énergie qui leur sont
directement fournie par I'hydrolyse de I'ATP mais c'est la
différence de potentiel électrochimique qui est utilisée (Morot-
Gaudry et al., 2017).

APOPLASME

\
l

.... ()1
i e i )

H,0
+H, He

CYTOSOL

Figure 4 : principe de fonctionnement d’un transports secondaire ou co-transport de la
membrane plasmique (Morot-Gaudry et al., 2017).

Les ions sont transportés activement soit dans le sens de linflux (i) soit dans le sens de
lefflux (j). LATPase pompe a H* génere un gradient de H* (ApH*) a travers la membrane.

Le gradient est alors utilisé pour diriger un flux de H* de retour vers le compartiment d'origine
(le cytosol) a travers des systémes de transport actifs i ou j.

Au niveau des transporteurs de ces ions, le flux de retour spontané des H* est couplé soit a
I'entrée active de l'ion i (symport), soit a la sortie active de l'ion j (antiport).
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\} Figure 5 : les trois types de systémes de transport (Genies, 2017).

.{d . A) Les canaux facilitent le transport des ions dans le sens du gradient
4 } électrochimique.
"y B) Les pompes ioniques permettent le transport des ions contre le sens Ap < 0 pour Ap > 0 pour
du gradient électrochimique. I'ion A

C) Les transporteurs regroupent un ensemble de protéines capables de

faciliter le transport dions dans le sens du gradient électrochimique

. (uniport) ou dans le sens opposé grace au couplage avec le transport PGS

CHATEAU d'un autre élément (symport ou antiport couplé a une pompe ioniques).
DURFORT M.

VIVENS

A< 0 pour
I'ion @+

Chateau
Haul-Bages
s BERAL SYMPORT ANTIPORT
A A 4 A
A, @+ |Au>0pour Ag. 0t p >0 pour |Ap < 0 pour
Ext A I'ion @+ . ‘ion @* I'ion A

‘.' Ap < 0 pour
@

— A0t lion A
|AD o A o+
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D'une maniére genérale : ___symports  antiport
3 NO3 PO3— K* Na*
CHATFAU b - ) . . - . H+
: > labsorption des cations nutritifs (K*, Na*, Ca%") par les racines N —
de la plante est presque toujours passive (diffusion simple ou  EEGREEE
: diffusion facilitée au travers de canaux) mais nécessite un

\ transport actif secondaire de type antiport pour les expulser du
cytosol (Na*, Ca®) afin que leur entrée ne soit pas trop

CHATEAU importante (figure 6). cytoplasme
DURFORT e

VIVENS|

bbb et

pH=7.2-75
H+

> [labsorption des anions nutritifs (NO,-, PO,*) par les racines de
la plante est presque toujours active (transport actif secondaire

de type symport) car ces ions sont souvent moins concentrés AD
dans le sol que dans le cytosol et parce que le potentiel 40 40

D

Na* CI‘ Ca%t

canaux

electrique négatif du cytosol les repousse (figure 6).

° Figure 6 : Les principaux systemes de transport de la membrane plasmique (Morot-
= C 4 Gaudry et al., 2017).
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labsorption du nitrate du sol implique tout dabord le franchissement de la
membrane plasmique (ou plasmalemme) des cellules racinaires.

Dans le cas du nitrate, le potentiel négatif de la membrane plasmique ainsi
que le gradient croissant de concentration ne permettent pas en général
lentrée passive du nitrate dans le cytosol : le nitrate est plus concentré
dans le cytosol des cellules racinaires que dans le sol (Crawford, 1995 ;
Miller et a/., 2009).

Un systéme de transport secondaire (transport actif) est donc nécessaire
(Glass et Siddigi, 1995 ; Morot-Gaudry et al., 2006) : cest lutilisation
d’inhibiteurs métaboliques qui a permis de mettre en évidence que le
transport du nitrate est actif et qu’il nécessite de I'énergie (Bloom et a/.,
1992 ; Forde, 2000).

Cette énergie est fournie par une hydrolyse d’ATP (pompes ioniques
primaires H*/ATPases) et par exemple chez lorge il faut 1 & 3 moles dATP
pour transporter une mole de nitrate (Bloom et al., 1992) soit 10 % a 20
% du colt énergeétique total de l'assimilation du nitrate.

S I1.1) Absorption du nitrate

Poils absorbants Phloéme

Epiderme

Endoderme

Alcalinisation du milieu extérieur lors de
I'absorption du nitrate.

actif secondaire de type symport impliquant 2 H/NO5~ couplé a une pompe & protons H*/ATPase
(d'aprés Morot-Gaudry et al., 2006)

Le transport du nitrate & travers la membrane plasmique est un transport actif secondaire de type symport couplé a@ une pompe a protons H*/ATPase
(Ourry et al., 1997) : cest un symport impliquant 2 protons H* et 1 ion NO5~ (figure 7) (Glass et a/., 1992 ; Forde, 2000 ; Miller et a/., 2007 ; Tsay et al.,

2007), ce qui a pour effet dalcaliniser le milieu extérieur (figure 82 et 8v).
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Figure 82 : effet de la nutrition azotée (nitrate ou ammonium) sur les modifications du pH de la rhizosphere du
BIé et du Mais (Marschner et a/., 1986).
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Figure 8° : le pH de la rhizosphere est régulé par I'absorption de NH," et de NO,~ dans les
racines de riz (Feng et al., 2020).

(A) Le pH de la rhizosphére des racines de riz est indiqué par un indicateur de pH colore.

(B) Profil de gélose montrant le pH de la rhizosphére aprés enlévement des racines.

Les plants de riz (Oryza sativa L ssp. japonica, Nipponbare) ont été cultivés dans une solution
nutritive complete contenant 1,25 mM de NH,NO; pendant 4 semaines, puis transférés a 2,5
mM de NH," ou 2,5 mM de NO;™ pendant 72 h.

Apres 72 h de traitement a I'azote, la racine de la plante a été lavée par trempage dans 0,2
mM de CaSO, pendant 1 min avant d'étre placée sur la gélose.

Une plante intacte a été placée sur I'agar (0,9 g.I'") contenant 0,03 g.I"" de pourpre de
bromocrésol comme indicateur de pH. Le pH initial était de 5,2-5,3 de 11 ha 11 h 30.

Les racines ont été maintenues dans l'obscurité et recouvertes d'un mouchoir en papier
humide puis placées sous une plaque de plexiglas de 0,5x12x12 cmd,

La photo a été prise aprés 2-4 h en contact avec la gélose contenant l'indicateur de pH.

(C) pH du milieu de croissance hydroponique pendant 2,5 mM de NH,"ou 2,5 mM de NO5-
solution aprés 24, 48 et 72 h. Le pH initial était de 5,2-5,3.

2
a
E
R~
©
[
=

2.5mMNH,*

48
Time (h)

2.5mMNO5
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Labsorption du NO,~ seffectue au niveau des racines grace a des systemes de transport secondaire de haute affinité (HATS : high
affinity transport system) et de basse affinité (LATS : low affinity transport system) (Crawford et Glass, 1998 ; Forde, 2000).

> Les systémes de transport secondaire HATS interviennent dans le transport des ions NO5™ présent en faible concentration
dans le sol (< 0,5 mM) (Mérigout, 2006).

> Les systémes de transport secondaire LATS interviennent dans le transport des ions NO5~ présent en forte concentration
CHATEAU dans le sol (> 0,5 mM) (Mérigout, 2006).

DURFORT§
VIVENS

HATS serait un systéme de transport actif et énergétiqguement dépendant (Rao et al., 1976).
Au contraire, le LATS serait un canal passif.

Chateau
H“"IB‘SJ‘“ Cependant, Cerezo et al., (2000) ont proposé grace a [utilisation d’inhibiteur métabolique l'existence de deux types de systemes
LATS chez le citron. Pour une concentration en nitrate inférieure a celle mesurée dans le cytosol (de lordre de 5 mM), le
fonctionnement du LATS nécessiterait de I'énergie. A linverse pour des concentrations nettement plus élevées (30 mM), le LATS se
comporterait comme un canal ionique.
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la constante catalytique k

= Le systéme HATS (figure 9)

Le systéme de transport a haute affinité (HATS ; K,* < 200 pM) fonctionne a de faibles
concentrations en nitrate externe (< 0,5 mM) et posséde une composante constitutible
(CHATS) ainsi qu'une composante inductible (IHATS) (Siddiqi et al., 1989 ; Siddiqgi et al.,
1990).

V' CcHATS
Lorsque les plantes nont jamais été cultivées en présence de nitrate, lactivité du HATS est
caractérisée par une trés forte affinité (K,,) pour le nitrate mais une faible capacité de transport
(Via)s 11 Sagit de la composante constitutive du HATS ou cHATS (Morot-Gaudry et al., 2006).

V' IHATS
Lorsque les plantes sont mises en présence de nitrate, une deuxiéme composante du
transport est induite, la capacité de transport du HATS est alors multipliée par 50.
La composante inductible du HATS ou iHATS est caractérisée par une affinité pour le nitrate
plus faible (K,,) mais une capacité de transport supérieure (V,.,,) (Morot-Gaudry et a/., 2006).
Par ailleurs, la constante d'affinité K., de I''HATS est inférieur & 40 pM pour de nombreuses
espéces vegeétales (Laine et al., 1993 ; Van de Dijk et a/., 1982).

|
High affinity transport system (HATS)

NOy Km= 6~20 uM
g CHATS  ymax=0.3~0.8 mol g-'h

NOy . Km= 20~100 pM
oH* HATS  \max=3~8 mol g'h

Low affinity transport system (LATS)

NOs Km>0.5mM
— CLATS  \max=8~700 mol g-'h-"

H*-ATPase
ATP
H* H*

Apoplasme Cytosol

Plasmalemme

Figure 9 : exemple de modele proposé pour les trois systémes
transport de nitrate actif secondaire de type symport (cHATS, iHATS
et cLATS) couplé a une pompe a protons H*/ATPase chez I'Orge
(Seyoshi et al., 2010).

* K., est la constante de Michaelis ou constante d'affinité qui caractérise une réaction enzymatique. C'est I'un des deux parametres d'une enzyme, utilisé dans le modele de cinétique enzymatique simplifié de Michaelis-Menten, |'autre étant
de I'enzyme (également appelée turnover number, ou TON).
Le K, correspond a la valeur de la concentration de substrat pour laquelle la vitesse de réaction enzymatique est égale a la moitié de la vitesse maximale V.
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High affinity transport system (HATS)
NOjy Km=6~20 uM
oH* cHATS Vmax=0.3~0.8 mol g-'h
= Le systeme LATS (figure 9) NO; ——
=20~100 p

oH* HATS  \max=3~8 mol g'h

Le systeme LATS fonctionne a de fortes concentrations en nitrate externe,
supérieures a 0,5 mM, et ne présente aucun signe de saturation dans la plante, EEQUEUIINAEIE LS CUTRN L)

CHATEAU

méme a une concentration en nitrate aussi élevee que 50 mM (Siddigi et al., NO; S
DURFORT < 1990)_ oH* SEATE cr':a::’sT;AOO mol g'h"!
VIVEN
En effet, une relation linéaire entre I'augmentation de la concentration en nitrate H-ATPase "
\ & exogene et laugmentation du nitrate incorporé a été mise en évidence (Wang et o W
Chateau al., 1993a ; Touraine et Glass, 1997).

Haul-Bages
P Apoplasme Cytosol

Plasmalemme

Figure 9 : exemple de modele proposé pour les trois systémes
transport de nitrate actif secondaire de type symport (cHATS, iHATS
et cLATS) couplé a une pompe a protons H*/ATPase chez I'Orge
(Seyoshi et al., 2010).
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[absorption du nitrate par la plante est un processus fortement régulé par (Malagoli, 2004 ; Morot-Gaudry et a/., 2006 ; Crawford et
Glass, 1998 ; Mérigout, 2006) :

= e nitrate racinaire endogéne

CHATEAU = la disponibilité en substrat azoté

DURFORT} i
VIVENS| = les produits d'assimilation du nitrate et/ou de la photosynthése
7 , = [es fluctuations environnementales

Chateau

Haul-Bages
L DIBERAL




LBV 35,

LA BELLEL &
ViG NBEY

www.lbv-france.com y\

CHATEAU
DURFORT
VIVEN

= e nitrate racinaire endogéne

Divers travaux ont montré quil existait une relation négative entre
labsorption nette du nitrate et sa concentration racinaire (Breteler et Nissen,
1982 ; Laine et al., 1995) ou de la plante entiére (Cardenas-Navarro et al.,
1998) (figure 10).

En effet, il existerait une concentration seuil de nitrate qui régulerait
labsorption nette (Cardenas-Navarro et al., 1998).

Par exemple, une diminution de la concentration endogene en nitrate lors de
la reprise de [lactivité photosynthétigue au lever du jour stimulerait
labsorption nette de NO,~ chez la tomate (Cardenas-Navarro et al., 1998).

labsorption nette du nitrate est la résultante d’un influx et d’un efflux entre le
milieu extérieur et le cytosol de la cellule racinaire.

La chute de l'absorption nette pourrait donc étre liée a une diminution de Ia
valeur de linflux et/ou a une augmentation de celle de [lefflux de NOy
(Malagoli, 2004).

]
-
]
™
-
- —
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- =
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=
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50 60
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Figure 10 : relation entre la vitesse d’absorption nette du nitrate et sa
concentration endogéne dans la plante entiére (ni) chez des plantes de
tomate (Lycopersicon esculentum L.) agées de 19 jours. ( : plantes
récoltées pendant la période diurne ;  : plantes récoltées pendant la
période nocturne). D'aprés Cardenas-Navaro et al., (1998).
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= |a disponibilité en substrat azoté

La régulation de labsorption du nitrate est induite par lion nitrate lui-méme.
linflux a haute affinité du nitrate est transitoirement augmenté lorsque les plantes sont mises en présence de nitrate (Daniel-Vedele
et al., 1998; Crawford & Glass, 1998) : la composante inductible du HATS (iHATS) est induite par la présence de nitrate externe

(Morot-Gaudry et al., 2006).

CHATEAU De nombreuses études ont montré que la capacité d'absorption du nitrate par les racines est régulée a la baisse lorsque les plantes
DURFORT§ : sont soumises a un fort approvisionnement en azote, et 4 la hausse en situation limitante ou de carence (Crawford et Glass, 1998 ;
VIVENS| von Wirén et al., 2000a,b ; Kojima et al., 2007; Tsay et al., 2007; Gojon et al., 2009).

; fammonium interagit également avec les systémes dabsorption du nitrate.
Chateau A faible concentration, 'ammonium a un effet inducteur rapide (Bloom et Sukrapanna, 1990).
H““lB‘SJ‘“ Par contre, a concentration plus élevée, lammonium inhibe rapidement et réversiblement absorption du nitrate (Lee et Drew, 1989).
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5 = = les produits dassimilation du nitrate et/ou de la
photosynthése ’
PGA = Pyruvate ——
D'un point de vue énergétique, les glucides produits par le W Trioses.P

systtme foliaire et alloués au systéme racinaire
représentent une source deénergie nécessaire 2
labsorption de l'azote (Delaire, 2005).

QPRK

phosphate Q = glutamine
P = proline

CHATEAU

DURFORTE : Dun point de vue biochimique, les métabolismes azotés
VIVENS et carbonés sont intimement liés (figure 11). Croroplast Chioropiast
Les acides organiques et les glucides produits par le
métabolisme carboné constituent des squelettes carbonés
utilisables pour I’incorporation de I'azote inorganique lors Figure 11 : lien entre Ig métabolisme carboné et le métabolisme gzoté (Marques, 2019).

Le cycle de Calvin assimile le CO, dans le chloroplaste et fournit un carbone organique en forme de triose

de la Synthése des acides aminés. phosphate (Triose-P). Ce carbone organique en C3, peut étre stocké sous forme d'amidon dans le
chloroplaste ou exporté vers le cytoplasme sous forme de saccharose.

|ls agissent alorg en tant quactivateurs de labsorption de e guores fournissent le glucose qui est transformé en pyruvate via la glycolyse dans le cytoplasme qui va
lazote : l'absorption azotée est donc fortement dépendante  entrer dans la mitochondrie. , ,
L'o-cétoglutarate par lintermédiaire du cycle de Krebs va fournir le squelette carboné sur lequel l'ion NH,*

du pool relatif des composées carbonés et dacides s incorporé pour la synthése du glutamate dans le chloroplaste.
aminés dans les cellules racinaires (Delaire, 2005).

R = arginine
K = lysine

=) Via transamination
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v" Les acides aminés et les acides organiques

Lee et al. (1992) ont montré qu'une baisse de la teneur en acides aminés cytosoliques obtenue, soit
par une privation des plantes en NOg, soit par futilisation d'inhibiteurs de la glutamine synthétase

_ (MSO : D-L méthionine sulfoximide), entrainait une augmentation de labsorption.
croissance remplissage

végétative des graines o o : - e _
Cooper et Clarkson (1989) ont suggéré que 'existence d'un pool dacides aminés libres circulant entre

les racines et les parties aériennes via le xyleme et le phloeme pourrait participer au controle de
[absorption.

Selon le modele proposé par Imsande & Touraine (1994), chez une plante herbacée, la synthése
dacides organiques et aminés est essentiellement foliaire et absorption du nitrate est alors régulée
par lallocation différentielle de ces éléments organiques vers le systéme racinaire via les vaisseaux du
phloéme (figure 12) :

* pendant la période végetative (a), lassimilation foliaire du nitrate permettrait la synthése dacides
aminés nécessaires a la protéosynthése. La faible quantité dacides aminés transportés vers les
racines nexercerait pas de rétro-controle négatif sur lactivité du HATS et lallocation racinaire
dacides organiques serait majoritaire et favoriserait ainsi fabsorption du nitrate (figure 12)
(Imsande & Touraine, 1994).

Figure 12 : modéle de régulation de I absorption du nitrate par le systéme aérien chez une plante herbacée pendant
la période de croissance végétative (a gauche) et a la chute des feuilles et au remplissage des graines (a droite). OA : : : : o :
acides organiques ; A : acides amings (d' aprés Imsande & Touraine 1994 in Touraine & Gojon 1997). » a/linverse, pendant la période reproductrice (b), et plus particulierement lors du remplissage des

grains, la diminution de la protéosynthése et faugmentation de la protéolyse (dégradation des
protéines foliaires en acides aminés) liée a la sénescence foliaire contribueraient a faugmentation
«ls de la concentration en acides aminés dans le phloéme : | llocati I ines devient
— phloéme : leur allocation vers les racines devien

|AD alors majoritaire et conduit ainsi a linhibition de labsorption du nitrate par rétro-controle négatif
sur activité du HATS (figure 12) (Imsande & Touraine, 1994).
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d? La chute de [linflux consécutive a une diminution de la teneur en CO,
». atmosphérique laisse suggérer que les molécules carbonées synthétisées au
niveau des parties aériennes réguleraient labsorption du nitrate afin de
permettre une meilleure coordination entre [lactivité photosynthétique et
labsorption du nitrate (figure 13) (Delhon et a/., 1996).

am
O air

CHATEAU
DURFORT . La diminution de linflux de nitrate pendant la nuit pourrait sexpliquer par une
VIVENS limitation énergétique : la chute de la quantité de substrats carbonés pourrait

= reduire la production dATP et, par consequent, limiter le fonctionnement des
systémes de transport HATS (Malagoli, 2004).
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Par ailleurs, une reduction de la quantité de molécules carbonées VENiCUlEeS  rigre 13  effet de la concentration en €0, de Faimosphére sur a vitesse
vers les racines pourrait étre a lorigine dune limitation de lactivité de la Nitrate  dabsorption nette du NO;™ (Jyo;-) par du soja age de 20 jours.

Dans une chambre, la concentration en CO, est maintenue a 400 ppm

Réductase (NR) racinaire. pendant la période nocturne, décroit @ 4-10 ppm pendant les 4 premiéres

Ainsi, laugmentation de la concentration endogéne en nitrate pourrait entrainer an;enst‘(*i ')a L QS D0 PRI © 20U B

une inhibition de l'absorption du nitrate pendant la période nocturne (Malagoli,  Dans une autre chambre, des plantes témoins sont laissées & Fair ambiant
‘.' 2004) pendant tout le cycle nuit/jour (O) (d'apres Dehlon et al., 1996).
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VIGN Plusieurs travaux ont montré que I'absorption du nitrate variait au cours du cycle jour/nuit (Hansen,

== _ Av®3 1980 ; Le Bot et Kirkby, 1992 ; Scaife et Schloemer, 1994) : cela constitue un autre niveau de

” Q ‘ régulation qui permet de coordonner labsorption du nitrate avec la photosynthése et le
it métabolisme carboné.

[absorption nette du nitrate augmente continuellement au cours de [éclairement et décroit a
lobscurité (figure 14) (Delhon et al., 1995 ; Lejay et al., 1999).

Les glucides, produits de la photosynthése, seraient les acteurs de cette régulation de absorption
du nitrate (Delhon et al., 1996).

Influx de '¥NO,
(umol.h™.g' MF racinaire)

16 20 24 28 32 36 40

Temps (heures)

C HATE AU Figure 14 : variations nycthémérales de linflux de "SNO;
DURF OR’T = mesurées pendant une période de 34 heures chez des plantes
- de soja (Glycine max L.) agées de 20 jours (d'apres Delhon ef

V I V E N al., 1995).

De nombreuses expeériences font état de linfluence de la température sur labsorption (Macduff
et Hopper, 1986 ; Macduff et al., 1987 ; Clarkson et al., 1992).
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Chez lorge, Macduff et al., (1987) ont montré que la vitesse dabsorption du nitrate était
augmentée lorsque la température passait de 3 a 17°C (figure 15).

(umol.g”! MF racinaire.jour™)

W
I

4 8 12
Température (°C)

-’

Figure 15 : variations de la vitesse d’absorption nette de NOj
(exprimée en pmol.g! de MF racinaire.jour) mesurées chez le colza

=’: (Brassica napus L.) en fonction de la température appliquée (3, 7, 11
| ﬁ D et 17 °C) dans une solution nutritive contenant 10 mM de nitrate.
L'absorption est mesurée apres 4 jours d’acclimatation du systéme

racinaire a la température testée (d'apres Macduff et al., 1987).
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Apres absorption du nitrate par les racines depuis le milieu exogene vers le
cytoplasme, le nitrate incorporé a quatre sorts possibles (figure 16)
(Crawford et Glass, 1998) :

CHATEAU - (1) sa réduction et assimilation sous la forme d'acides aminés Acides aminés

VIVEN - (2) son efflux & travers la membrane plasmique de Iapoplasme
- (3) son influx et stockage dans la vacuole Vacuole Cytosol
- (4) le nitrate peut étre transférés jusquaux parties aériennes Saroi cellulare
par |ES . dU Xyleme' Figure 16 : absorption et devenir du nitrate dans une cellule végétale

(Crawford et Glass, 1998) :

1 — Réduction et assimilation sous forme d'acides aminés

2 — Efflux

3 — Stockage vacuolaire

4 — Translocation et déversement dans les vaisseaux du xyléme.
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A

acides aminés

ti Ty ’ 0 0 . . .
- P : Chez la majorité des plantes, la réduction du nitrate peut se faire aussi bien dans les

racines que dans les parties aériennes (figure 17).

Dans de nombreuses conditions, une part importante de l'assimilation du nitrate a lieu
dans les parties aériennes puisque le pouvoir réducteur requis pour les processus
d'assimilation provient de la photosynthése (Wang et al., 2012).

7 ) ' Chez les plantes herbacées, cette réduction seffectue principalement dans les parties
; 2 aériennes alors que chez les ligneux elle se produit majoritairement dans les racines (Faure
%%%{:5%%—] 2 et al., 1997 ; Grignon et al., 1997).

VIVEN

vacuoles ~s La plante doit procéder a la réduction du NO4~ dont I'équation globale est (Soltner, 2007) :

NO, +8H*+8e — NHy+2H,0 + OH

racines

La réduction d'une mole de NO5 en NH,* libére toujours une mole de OH-. Lintérieur des
cellules devient donc alcalin.

: , _ - _ Dans les feuilles, cette alcalinisation est neutralisée par la biosynthése dacides organiques,
Figure 17 : schéma d'absorption de lazote minéral par les racines : B S , . : " .

description de la circulation et du stockage des différentes formes d'azote principalement dacide malique. Dans les racines, ces ions peuvent étre relargués dans le
dans la plante (d'aprés Loulakakis et Roubelakis-Angelakis, 2001). SO| via un systéme d’échange ionique (Lu'ttge et 3/. 2002)
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La transformation du nitrate comprend trois étapes
enzymatiques successives (figure 18) (Marquez et al., 2005) :

- 1) la réduction du nitrate NO5™en ion nitrite NO,~ dans
le cytosol grace a la nitrate réductase (NR) qui
comporte du molybdéne et du fer

CHATEAU - 2) la réduction de rlion nitrite (trés toxique pour la

DURFORTE . cellule) par la nitrite réductase (NiR) dans les plastes

VIVENSGE (chloroplastes) qui produit une molécule dammoniac

=3 NH,;" et qui est sous la forme ammonium NH," au pH
cellulaire

- 3) l'assimilation de I'ammonium en azote organique.

Glutamate Glutamine

’:_‘:5.: Alpha -
¢y cétoglutarate

Cytosol

Figure 18 : schéma simplifiée de la réduction et de I assimilation du nitrate dans une cellule racinaire (NR :
Nitrate réductase ; NiR : Nitrite réductase ; GS : Glutamine synthétase ; GOGAT : Glutamine-oxoglutarate
amino transférase ou Glutamate synthase ; GDH : Glutamate déshydrogénase) et formules chimiques du
glutamate, de la glutamine et de I'alphacétoglutarate (Delaire, 2005).
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La NR est cytosolique, la NiR est plastidiale (Meyer et Stitt, 2001).
Du fait de sa toxicité pour la cellule, fammonium est tres rapidement incorporé au glutamate (Glu) par la glutamine synthétase (GS) pour former la
glutamine (Gln) (figure 18).

La glutamine gréce a la glutamate synthase (GOGAT) et la-cétoglutarate (acide organique issu du métabolisme carboné du cycle de Krebs) permet la
synthese de deux molécules de glutamate (figure 18) :

- fune est utilisée comme substrat de la glutamine synthétase (GS) pour la formation de glutamine,

- lautre est source dazote organique pour les réactions de transamination qui aboutissent a la synthese de l'ensemble des acides aminés.

La GS nécessite pour son fonctionnement de I'ATP, la GOGAT utilise le pouvoir réducteur de la ferrédoxine réduite (Hirel et Lea, 2001).

Enfin, une troisieme enzyme est associée aussi au métabolisme de fammonium : la glutamate déshydrogénase (GDH) qui est généralement
mitochondriale (figure 18).

La GDH ne semble pas jouer un role majeur dans lassimilation du NH,*, sauf en cas de stress ou lors de phases particuliéres de développement
comme la remobilisation de l'azote (Becker et al., 2000 ; Dubois et al., 2003 ; Masclaux-Daubresse et al., 2006).

l'ensemble des études suggeérent qu'in vivo, en condition de culture non stressante, la GDH joue un role catabolique.

La régulation de la GDH repose sur les disponibilités cellulaires en carbone. En conditions limitantes en carbone, la GDH désaminerait le glutamate
pour fournir de la-cétoglutarate au cycle de Krebs (Robinson et al., 1991; Melo-Oliveira et al., 1996 ; Masclaux-Daubresse et al., 2002 ; Restivo,
2004).

Dans le cas précis de culture soumise a un stress ammoniacal, la GDH serait capable daminer de lo-cétoglutarate en glutamate permettant de
contrecarrer les effets toxiques d'un exces dammonium (Tercé-Laforgue et al., 2004 ; Melo-Oliveira et al., 1996).

Ces deux activités antagonistes de la GDH pourraient alors jouer un réle régulateur pour 'équilibre carbone/azote chez les végétaux en favorisant dans
un cas le métabolisme azoté et dans l'autre le métabolisme carboné (Miflin & Habash, 2002).
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Glutamine et glutamate sont donc les premiers acides aminés
synthétisés aprés intégration de lammonium aux squelettes
carbonés.

Par transamination, azote est ensuite transféré a dautres substrats
carbonés (acides o-cétoniques) pour former des nouveaux acides
aminés (aspartate, alanine, glycine...) eux-mémes précurseurs de
tous les autres acides aminés.

Chez les végetaux, ces voies de synthese, principalement
chloroplastiques, sont complexes et trés controlées (Morot-Gaudry
et al., 2001).

Certaines plantes, et plus particulierement les légumineuses,
peuvent également avoir comme source d'azote le N,
atmosphérique.

L'interaction symbiotique de ces plantes avec les bactéries

transport reduction assimilation

bacteroid
Ny, ——>( No—
nitrogenase
glutamate a- cetoglutarate [

NOz” —©&>» NO3—>»NO,—>» NH +—)glutamlne —)2 glutamate

NR T NiR GS GOGAT
NO2- —O> NOQ- /

Autres composés organo-azotés

NH;"* —@> NH,*

@ transporteurs de la membrane

Figure 19 : représentation schématique du processus d'assimilation de l'azote chez les végétaux,
d'aprés Marquez et al., 2005. Abrévations : NR nitrate réductase, NiR nitrite réductase, GS
glutamine synthetase, GOGAT Glutamate Synthase.

symbiotiques du genre Rhizobium permet la réduction du N, assimilé en NH,* dans les nodosités par I'action de la nitrogénase (figure 19).
Le N, réduit est ensuite transféré & l'ensemble de la plante par la voie GS-GOGAT (Gordon et al., 2002 ; Marquez et al., 2005).
lammonium est, par conséquent, la forme réduite de l'azote inorganique disponible pour les plantes, quelle que soit la source d'azote

utilisée.
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(2) Efflux du nitrate a travers la membrane plasmique (figure 16) Plasmodesme

Paroi cellulaire

Le nitrate absorbé peut rapidement retourner au sol par un efflux
a travers la membrane plasmique de I'apoplasme (figure 20). Cytoplasme
|l est généralement admis que linflux de nitrate est un processus __~ Vacuole

actif, nécessitant de 'energie obtenue a partir d'un couplage avec
des protons, alors que I'efflux de nitrate est un processus passif
ne dépendant que de la diffusion et des gradients de
concentration (I\/Iorgan et al. 1973). ~  voie apoplastique (a travers la paroi cellulaire)

voie symplastique (a travers le cytoplasme)

Lefflux commence des le debut de |ab30rpt|0n du nitrate (ASIam Figure 20 : modele de transport de I'eau et des solutés par la voie apoplastique et symplastique
et al., 1996). (source : Wikipédia apoplasme)

Bien que le role physiologique de I'efflux de nitrate reste incertain, on sait qu'il augmente lors de variations environnementales
telles que les stress ; il pourrait alors étre un des acteurs possibles de la régulation de 'homéostasie cellulaire des ions nutritifs
(Wang et al., 2012).
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(3) Influx et stockage du nitrate dans la vacuole / Compartimentation (figure 16)

En présence de nitrate, les vacuoles des plantes cultivées ont un contenu en nitrate représentant environ 60% du nitrate total cellulaire, valeur pouvant
atteindre 99% chez l'orge (Martinoia et al., 1981 ; Granstedt et Huffraker, 1982).
La vacuole représente donc le principal compartiment de stockage du nitrate des plantes (Martinoia et a/., 1981 ; Granstedt et Huffraker, 1982).

lentrée de nitrate dans la vacuole est un mécanisme passif conduit par la charge trés négative de la membrane vacuolaire (Delaire, 2005). Le nitrate
peut étre stocke dans les cellules des racines, des feuilles, des tiges et des fruits (figure 17).

Le nitrate transporté depuis la racine, organe source, vers les parties aériennes, qui représentent les organes puits, doit quitter le xyléme et entrer dans
lapoplasme des feuilles pour atteindre les cellules du mésophylle. Il est alors de nouveau absorbé pour étre soit réduit, soit stocké dans la vacuole
(figure 17) (Crawford et Glass, 1998).

Le nitrate ainsi que |'azote organique, stockés dans une feuille agée, peuvent ensuite étre remobilisés pour les jeunes feuilles au cours de la croissance
vegétative de la plante et pour les semences au cours de la phase de reproduction (Diaz et al., 2008; Fan et al., 2009).

En fonction de l'espéce, I'absorption d'azote peut étre partiellement ou totalement inhibée au cours de la phase de reproduction (Masclaux-Daubresse
et al., 2010). La remobilisation de lazote des feuilles, devenues organes source, est alors nécessaire pour surmonter la forte demande en azote du
remplissage des graines.

Au cours de la senescence foliaire, cet organe est devenu une source en azote ; les protéines subissent une protéolyse et les acides aminés libérés
sont remobilisés vers les jeunes feuilles et les graines via le phloeme (Masclaux-Daubresse et al., 2010). En plus des acides aminés, de I'azote
inorganique sous la forme de nitrate peut également étre remobilisé a partir des feuilles source. Il sagit alors dun transport actif par des transporteurs
qui permet dassurer la charge du phloeme en nitrate.
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Voie de |'apoplaste
I'endoderme

Vaisseaux
[ du xyleme

symplaste absorbant

Ecorce Endoderme  Stéle

Epiderme

Figure 21 : voie du symplaste et voie de I'apoplaste (d'apres Campbell et Reece, 2004).

(4) Transport du nitrate a longue distance vers les parties aériennes / Translocation (figure 16)

Comme nous lavons vu, le nitrate peut étre assimilé au niveau de la racine ou des parties aériennes de la
plante.

Des considérations théoriques semblent indiquer que I'azote assimilé dans les feuilles est énergétiquement
plus efficace que l'azote assimilé dans les racines quand la plante est en photopériode et que la
compeétition entre le dioxyde de carbone et le nitrate pour [énergie photochimique est minimisée (Smirnoff
et Stewart, 1985 ; Marquez et al., 2005).

De ce fait, le nitrate doit donc étre chargé dans les vaisseaux du xyléme.

Le nitrate, transporté depuis le milieu exogéne vers le rhizoderme, transite par lapoplasme (voie de
lapoplaste, figure 21) et le symplasme (voie du symplaste, figure 21) de la zone corticale de la racine
(Steudle et al., 1993 ; Gojon et Gaymard, 2010).

[‘épiderme et le cortex délimitent un espace ou les ions, qui ne passent pas la membrane plasmique des
cellules, peuvent diffuser librement dans lapoplasme (figure 21) (Steudle et al., 1993 ; Gojon et Gaymard,
2010).

Au niveau de lendoderme, la bande de Caspari est un obstacle a la diffusion libre des ions a travers
lapoplasme pour ensuite rejoindre les vaisseaux du xyleéme, suggérant alors un transport actif au niveau de
lendoderme et du xyleme assuré par des transporteurs (figure 21) (Steudle et al., 1993 ; Gojon et
Gaymard, 2010).

Le potassium, K*, cation majoritaire des cellules végétales est généralement considéré comme [lion
accompagnateur du NO5™ qui permet de maintenir [€lectroneutralité du transport du nitrate dans la plante.
Les efflux de K* et de NO5~ sont donc fortement corrélés, en particulier lors de ['étape de translocation vers
les parties aériennes (Frost et al., 1978 ; Rufty et al., 1981).
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g |Il) Absorption et assimilation de lammonium
Yo, 'S [1.1) Absorption de fammonium
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L "absorption de NH,* est d'une importance majeure pour la nutrition de I'azote dans de nombreuses circonstances.

D'une part, la nutrition NH,* joue un rdle essentiel dans les sols gorgés d'eau et acides, ou dans les climats froids ou la nitrification
est inhibée (Marschner, 1995).

D'autre part, dans le cas d'une nutrition mixte (NO;~ et NH,*), le NH,* est souvent la forme préférentielle dazote absorbée par la
plante (Sasakawa et Yamamoto, 1978 ; Gojon et al., 1986 ; Glass et Siddiqi, 1995 ; Gazzarrini et al., 1999).

La préférence dabsorption de I'ammonium par rapport au nitrate est expliquée par I'énergie supplémentaire que la plante doit
deépenser pour réduire le nitrate en ammonium avant détre incorporé dans des composés organiques (Bloom et al., 1992).

Cependant, d'autres imperatifs tels que la nécessité maintenir I'homeéostasie du pH pendant I'assimilation de I'azote (Smith et
Raven, 1979) entrainent I'utilisation simultanée d'ammonium et de nitrate dans des conditions normales.

Les plantes cultivées a I'ammonium présentent souvent une concentration d'acides aminés plus élevée que les plantes cultivées au
nitrate (Allen et Smith, 1986 ; Causin et Barneix, 1993).

Compte tenu du gradient électrochimique décroissant entre I'extérieur et l'intérieur de la cellule (Api < 0), I'absorption de NH," a
souvent été considérée comme ne nécessitant pas d'énergie et se faisant par simple diffusion passive a travers la membrane
plasmique (Ourry et al., 1997).
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Cependant, absorption de fammonium au niveau des racines nécessite lintervention
des deux systémes de transport HATS (High Affinity Transport System) et LATS (Low
Affinity Transport System) (figure 22) ou contrairement au nitrate, il y est
principalement assimilé (Mérigout, 2006).

= e systeme HATS (figure 22)

Le systtme HATS (systéme saturable) fonctionne pour des concentrations en
ammonium inférieures @ 1 mM avec un K, qui varie selon les espéces de 10 a 170 yM
(Glass et Siddigi, 1995).

En général, les conditions de privation d'azote entrainent une augmentation de I'activité
de la HATS, tandis que de fortes concentrations d'ammonium ou de produits de son
assimilation, tels que la glutamine, entrainent une répression de l'activité de la HATS
(Howitt et Udvardi, 2000) : le systéme HATS est régulé par le statut azoté des plantes
(Gazzarrini et al., 1999 ; Kronzucker et al., 1998).

Le systéme HATS permet un transport actif de NH,* cest-a-dire dans le sens des potentiels électrochimiques croissants (Api > 0 ; Wang et a/., 1993a).

Le transport dammonium via ce systeme est accompagné d'une forte dépolarisation membranaire et il est de deux types (Morot-Gaudry, 1997 ;

Ludewig et al., 2002) :
- un uniport NH,*/ATPase (uniport énergie dépendant)

- un symport NH,*/H* (symport proton dépendant)

Transport a
haute affinité
(HATS)

Transport a
faible affinité
(LATS)

Figure 22 : mécanisme physiologique d’absorption de 'ammonium chez la

Apoplasme

plante : systeme HATS et LATS.

H* ATPase

Cytosol
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= Le systéme LATS (figure 22)

Le systéme LATS fonctionne lorsque la concentration en ammonium est supérieure a
TmM (Glass et Siddigi, 1995) et présente une augmentation linéaire de I'activité en
reponse a l'augmentation de la concentration d'ammonium (Rawat et a/., 1999 ; Wang
et al.,1993b ; Kronzucker et al., 1996) : le systéme LATS semble étre un systéme non
saturable (Howitt et Udvardi, 2000) et non énergie dépendant, suggérant que ce
systeme facilite la diffusion passive de l'ammonium.

Selon Wang et al., (1993b) LATS réalise un transport passif le long du gradient de
potentiel électrochimique.

Dans le systéme LATS il y a deux types de transport possible pour NH,*:
- par diffusion simple ou les ions NH," traversant la membrane sont
présents soit sous forme de NH,* soit sous forme de NH,

- par un cotransport K*/NH,+ car I'ion NH," peut étre capable de
traverser la membrane plasmique par les canaux K* car il ressemble a
I'ion K* en termes de rayon ionique (Li et a/., 2013).

Transport a
haute affinité
(HATS)

Transport a
faible affinité
(LATS)

Apoplasme [H+ ATPasea Cytosol

Figure 22 : mécanisme physiologique d’absorption de 'ammonium chez la
plante : systeme HATS et LATS.

L'absorption d'ammonium s'accompagne d'une expulsion de protons via la pompe & protons H*/ATPase de la membrane plasmique pour maintenir
I'équilibre des charges (Meharg et Blatt, 1995 ; Britto et Kronzucker, 2005). Ainsi il y a acidification au niveau de la rhizosphere (Escobar et al., 2006).

La conversion microbienne de I'ammonium en nitrate (c'est-a-dire la nitrification) est supprimée par le pH acide, ce qui diminue la disponibilité des

nitrates dans le sol (Hachiya et Sakakibara, 2017).
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Le transport de I'ammonium est tres probablement régulé par rétroaction au niveau cellulaire par I'efflux, la compartimentation et
'assimilation de I'ammonium (Loqué et von Wirén, 2004).

[absorption dammonium serait principalement régulée par le statut azoté régnant localement autour de la racine (Gansel et al.,
2001) : un apport local d'ammonium et/ou de glutamine au niveau des racines exercent une forte inhibition de I'influx d'ammonium
(Loqué et von Wirén, 2004).
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[absorption dammonium par les racines varie aussi en fonction du rythme diurnal. Aprés une augmentation continuelle durant Ia
période lumineuse, labsorption de l'ammonium diminue a lobscurité (Ourry et al., 1996 ; Gazzarrini et a/., 1999).
Les photoassimilats seraient responsables de cette régulation au cours du cycle jour/nuit (Mérigout, 20006).
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Figure 24 : devenir de l'ammonium aprés absorption et
localisation possible des transporteurs d'ammonium (points
noirs) dans les cellules des racines et des feuilles des plantes.
Le catabolisme des acides aminés se produit également dans
les cellules des feuilles mais n'est pas représenté. GS -
Glutamine synthétase. NiR - Nitrate Réductase (d'apres von
Wirén et al., 2001).

lIl) Absorption et assimilation de lammonium

Une fois absorbé par les racines, lammonium est distribué aux
compartiments intracellulaires via différents transporteurs ou il sera assimilé
soit dans le cytoplasme, soit dans les plastes par la glutamine synthétase
(GS) et éventuellement aussi dans les mitochondries (figures 23 et 24).
L'ammonium peut également entrer dans la vacuole des cellule racinaires ou
il est "stocké" temporairement (figures 23 et 24) (Howitt et Udvardi, 2000).

|l peut étre aussi transporté vers les parties aériennes ou il sera stocké dans
les vacuoles et/ou assimilé dans les chloroplastes (figure 24 ).

L'ammonium cytoplasmique peut aussi s'échapper des cellules végeétales et
cet efflux peut étre considérable, du moins dans certaines conditions
experimentales (figures 23 et 24) (Forde et Clarkson, 1999).

L'ammonium peut également étre généré de nouveau a partir de l'azote
atmosphérique N, par des bactéries qui fixent 'azote dans certaines cellules
vegétales (rhizobium). La plupart de cet ammonium est transféré dans le
cytoplasme ou il est assimilé par le GS (figures 19 et 23) (Ireland et Lea,
1999).

g NN 11.3) Devenir et assimilation de lammonium dans la plante
A " .1 l.3.a) Devenir de lammonium dans la plante
2

Membrane plasmique

L oSy

Mitochondries
GDH

Ammonium

N\

Figure 23 : flux d'ammonium intracellulaire dans une
hypothétique cellule végétale. Les fléches indiquent les
directions des flux d'ammonium, les fleches plus épaisses
indiquant les flux prédominants (Howitt et Udvardi, 2000).
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Le NH," présent au sein de la plante peut avoir plusieurs origines.

|l peut étre issu soit de son absorption directe au niveau des racines, de la réduction des NO4-, soit de laction de diverses enzymes
telles que la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) lors de la biosynthése des lignines (Joy, 1988).

|l peut également provenir de lactivité photorespiratoire (Hirel et Lea, 2001), du catabolisme protéique ainsi que du catabolisme de
certains acides aminés, comme lasparagine, ou des uréeides (allantoine, acide allantoique), dont la dégradation conduit a la
formation dammonium et de CO, (Blevins, 1989 ; Miflin et Lea, 1980).

Généralement, les concentrations en ammonium nexcédent pas 1 a 30 mM dans le cytosol et 2 a 45 mM dans les vacuoles (Miller
et al., 2001). Lammonium est un composé toxique méme lorsquiil est présent a faible concentration dans les cellules vegétales
pouvant amener la nécrose des tissus. Son assimilation ou sa réassimilation rapide est donc une nécessité vitale pour les cellules.

Chez les végétaux superieurs, incorporation du NH,* dans des molécules organiques implique deux enzymes clés (Lea et Forde,
1994) .

- la glutamine synthétase (GS)

- la glutamate synthase (GOGAT).

Dautres enzymes telles que la glutamate déshydrogénase (GDH) ou lasparagine synthétase (ASN) jouent également un role
important dans l'assimilation du NH,* (Masclaux-Daubresse et a/., 2010).
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glutamate
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GDH glutamate glutamine

2-oxoglutarate
2-oxoglutarate
- +
3 NH,

NO,-

Figure 25 : voie dassimilation de lazote (d'aprés Coruzzi, 2003). GS, glutamine synthétase ; GOGAT,
glutamate synthase ; AAT, aspartate aminotransférase ; ASN, asparagine synthétase ; GDH, glutamate
déshydrogénase ; NiR, nitrite réductase ; NR, nitrate réductase ; 2-oxoglutarate ou a-cétoglutarate.

= Cycle GS/GOGAT (figure 25)

ammonium est incorporé dans les acides aminés par l'action combinée de la GS et de la GOGAT au cours
du cycle GS/GOGAT.

lion ammonium est incorporé au glutamate par la GS pour former la glutamine. Le groupement amide de la
glutamine est alors transféré a lo-cétoglutarate par la GOGAT.

Deux molécules de glutamate sont ainsi formées, Iune étant recyclée pour la formation de glutamine, lautre
utilisée pour la synthese des acides aminés (Hirel & Lea, 2001 ; Miflin & Habash, 2002).

Glutamine et glutamate sont les premiéres sources dazote réduit dans la cellule, et peuvent alors étre utilisés
pour former aspartate et asparagine via les deux enzymes aspartate aminotransférase (AAT) et asparagine
synthétase (ASN), ainsi que les autres acides aminés et molécules azotées.

Glutamine, glutamate, aspartate et asparagine, assurent alors la translocation de lazote inorganique des
organes source vers les organes puits (Peoples & Gifford, 1993).

Deux isoformes de glutamine synthétase (GS) existent, aux roles et localisations différents :
- la GS1 cytoplasmique est présente principalement dans les racines et plus
généralement les tissus non-photosynthétiques

- la GS2 est majoritaire dans les tissus photosynthétiques, en particulier les
feuilles jeunes, et est localisée dans le chloroplaste.

l'expression de la GS est en particulier induite par la lumiére et le saccharose, et réprimée par des
applications de glutamate ou glutamine.

Deux types de glutamate synthase (GOGAT) existent, localisées dans le chloroplaste, qui se distinguent par
le donneur délectrons, ferrédoxine (Fd-GOGAT) ou NADH (NADH-GOGAT) (Hirel & Lea, 2001).

La Fd-GOGAT est prépondérante dans les feuilles photosynthétiques, assurant 95% de lactivité GOGAT, alors
que la NADH-GOGAT est surtout active dans les tissus non photosynthétiques comme les racines.
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saccharose — oxaloacétate aspartate asparagine La glutamate déshydrogénase (GDH) est un enzyme qui catalyse la conversion du glutamate en
ammonium et a-cétoglutarate ainsi que la réaction inverse, cest-a-dire lamination de lo-
cétoglutarate (Aubert et al., 2001).

glutamate 2-oxoglutarate ‘ 2 Ak \ ;
L o glutamate Deux formes majeures de GDH ont été décrites : une forme a NADH dépendante dans les
mitochondries et une forme a NADPH dépendante dans les chloroplastes (Melo-Oliveira et al.,
N 1990).

GDH glutamate glutamine

Les génes codant pour la GDH sont régulés négativement par les sucres et positivement par
2-oxoglutarate 2-oxoglutarate M 'ammonium, contrairement aux genes codant pour la GS.

Le role majeur de la GDH serait la désamination du glutamate pour fournir énergie et
squelettes carbonés (Miflin et Habash, 2002 ; Masclaux-Daubresse et a/., 2006).

Figure 25 : voie dassimilation de lazote (d'aprés Coruzzi, 2003). GS, glutamine synthétase ; GOGAT,
glutamate synthase ; AAT, aspartate aminotransférase ; ASN, asparagine synthétase ; GDH, glutamate

déshydrogénase ; NiR, nitrite réductase ; NR, nitrate réductase ; 2-oxoglutarate ou a-cétoglutarate. = [aspartate aminotransférase (AAT) (figure 25)

laspartate aminotransférase (AAT), enzyme phosphate-dépendant, catalyse le transfert
:’: reversible dun groupe aminé du glutamate vers l'oxaloacétate pour former laspartate et I'o-

| AD cétoglutarate.
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Figure 25 : voie dassimilation de lazote (d'aprés Coruzzi, 2003). GS, glutamine synthétase ; GOGAT,

glutamate synthase ; AAT, aspartate aminotransférase ;

ASN, asparagine synthétase ; GDH, glutamate

déshydrogénase ; NiR, nitrite réductase ; NR, nitrate réductase ; 2-oxoglutarate ou a-cétoglutarate.

= [asparagine synthétase (ASN) (figure 25)

lasparagine synthétase (ASN) catalyse le transfert ATP-dépendant d’un groupe aminé de la
glutamine vers une molécule daspartate pour former glutamate et asparagine .

Méme si lammonium est un substrat potentiel, la glutamine est le substrat privilégié de TASN
chez la majorité des plantes supérieures (Sieciechowicz et al., 1988).

[asparagine a été le premier acide aminé découvert et, comparé a la glutamine, lasparagine
est relativement inerte et transporte plus d'azote par carbone.

Ainsi l'asparagine assure le stockage de lazote et le transport a longue distance de l'azote par
le phloéme chez les plantes supérieures.

Par transamination, lazote est ensuite transféré a dautres substrats carbonés (acides o-
cétoniques) pour former de nouveaux acides aminés (aspartate, alanine, glycine ...), eux-
mémes précurseurs de tous les autres acides aminés.

Les acides aminés synthétisés peuvent aussitot contribuer a la biosynthése des protéines, ou
étre transitoirement stockés dans les vacuoles, ou transportés vers dautres tissus.
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V) Synthese des acides aminés et des protéines

Les acides aminés sont des petites molécules organiques cristallisables et en majeure partie solubles dans leau. lls jouent des roles essentiels
dans assimilation de lazote, la synthese des hormones, les mécanismes de défenses des plantes et bien sir dans la synthése des protéines.

= Synthése des acides aminés

Les voies de biosynthése des acides aminés sont maintenant bien connues chez les plantes. Les voies de synthése des acides aminés peuvent
étre issus d'un précurseur unique (Miflin et Lea, 1982 ; Lea et Forde, 1994).

Le métabolisme des acides aminés nécessite de Iénergie et des squelettes carbonés qui seront principalement fournis par la photosynthése
durant la journée et par la respiration durant la nuit.

La synthése des acides aminés serait régulée par la lumiere, la disponibilité en sucres, en certains acides aminés comme la glutamine ou encore
en nitrate (Morot-Gaudry et al., 2001).

Le glutamate est une molécule centrale dans le métabolisme des acides aminés chez les plantes supérieures. Le groupement amine du glutamate
est directement impliqué dans I'assimilation de I'ammonium et peut étre transféré a tous les autres acides aminés (Forde et Lea, 2007).

Des transaminases (enzyme qui catalyse un type de réaction entre un acide aminé et un acide a-cétonique) catalysent le transfert d'un groupe a-
aminé d'un acide aminé au carbone a d’un acide cétonique, produisant ainsi un nouvel acide aminé et un acide cétonique (Givan, 1980).

Les transaminases des plantes peuvent catalyser toutes les réactions de transaminations avec tous les acides aminés a lexception de la proline
(Givan, 1980 ; Ireland et Joy, 1985).

Ces enzymes se trouvent dans différents compartiments de la cellule : cytosol, mitochondries, plastes, et peroxysomes (Forde et Lea, 2007).
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Comme nous l'avons vu, la glutamine puis le glutamate sont les deux
premiers acides aminés synthétisés par les plantes aprés lintégration
de lion NH," aux squelettes carbonés au cours du cycle GS/GOGAT
(figures 25 et 26).

Le groupement amine peut ensuite étre transféré de la glutamine et
du glutamate vers laspartate au cours dune réaction catalysée par
laspartate aminotransférase (AAT) ou vers lasparagine par
lasparagine synthétase (ASN) (figures 25 et 26).

Ces quatre acides aminés sont majoritaires chez la plupart des
plantes supérieures.

| 'aspartate est un précurseur de la proline et de la glycine (Forde et
Lea, 2007), de l'asparagine (Lea et al., 2007) et de la lysine, Ia
thréonine, la méthionine et isoleucine (Azevedo et al., 2006) (figure

Glutamlne

Glutamate

GO

AAT

DAsl o

As ar

\
A

NHZ + o-KG

N\

Suga

Lysine
Threonine
Methionine
Isoleucine

26) Figure 26 : représentation schématique de [lassimilation de 'ammonium et de la

synthése des autres acides aminés GS : glutamine synthétase ; GOGAT : glutamate
synthase ; AAT : aspartate amino-transférase ; GDH : glutamate déshydrogénase ; AS :
ASN : asparagine synthétase ; AG : asparaginase ; OAA : oxaloacétate ; 0-KG : a-
cétoglutarate (Galili et al., 2008).

Le glutamate est également le précurseur de I'arginine et permet Ia
synthése de l'ornithine, la citrulline, et larginosuccinate (Slocum,
2005).
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= Synthese des protéines

Les protéines sont des polymeres linéaires dacides aminés unis par une liaison peptidique établie.

Les acides aminés sont assemblés par les ribosomes au cours de la traduction de FARNm [ui-méme issu de la transcription de IADN.
Chez les plantes, la synthese de protéines se passent dans trois compartiments cellulaires distincts : environ 75% sont synthétisées dans le
cytoplasme, 20% dans les chloroplastes et 2 a 5% dans les mitochondries (Buchanan et a/, 2000).

[azote assimilé au cours de la croissance est surtout utilisé pour Iélaboration de Iequipement enzymatique et en particulier pour la construction de la
machinerie photosynthétique.

Chez les céréales, au cours de la sénescence, ces protéines enzymatiques sont hydrolysées et lazote qui en est issu est réutilisé pour la synthése des
protéines du grain. Les protéines représentent 10 a 15% de la matiére séche dans les graines de céréales 40 a 50% chez certaines légumineuses.
Environ 50 a 85% de ces protéines sont des protéines de stockage (Shewry, 2007).

Chez les herbacées, lazote est stocké temporairement sous forme de protéines de réserve dans les racines. Apres la coupe, ces protéines sont
hydrolysées pour assurer les besoins en azote des nouvelles repousses.

Chez les ligneux, lazote est stocké dans les racines, écorce et les parenchymes ligneux et réutilisé au besoin lors de la croissance des nouvelles tiges
et feuilles.

Des protéines particuliéres de réserve (Vegetative Storage Proteins) ont été mises en évidence dans les différents tissus des plantes herbacées et
ligneuses (Morot-Gaudry et al., 2001).

Les VSP peuvent représenter jusqu'a 50% des protéines solubles totales dans les divers organes de stockage. Les VSP se distinguent des protéines
de stockage des graines dans le sens ou elles s'accumulent transitoirement et sont dégradées au sein d'un cycle de vie de la plante.
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