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I) L’urée : source d’azote pour les plantes

Il est généralement admis que les plantes prélevent principalement [#

ammonium et le nitrate 1ssu de la dégradation de 'urée dans le sol, son

absorption directe et son hydrolyse i planta n’étant jusqu’alors pas !

considérée comme significatives (Mérigout et al., 2008).

Cette opmion est auyjourd’hur remise en question depuis la récente
découverte des transporteurs d’urée chez les plantes ainsi que leur capacité a
assimiler et utiliser ’azote uréique pour leur croissance.

Cec1 a été démontré en conditions controlées afin d’éviter toute conversion
de 'urée dans le milieu tel que son hydrolyse et sa transformation par les
processus de nitrification (Mérigout et al., 2008).

Cependant, comparativement a des plantes alimentées en nitrate ou en
ammonium, une nutritton uréique stricte conduit a une dimimnution de la
croissance et parfois a 'apparition de symptomes de carence azotée (figure 1)
(Gerendas et al, 1998 ; Gerendas et Sattelmacher, 1999 ; Mérigout et al,
2008).
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Figure 1 : distribution de la biomasse végétale et de la teneur en N (Mérigout et al., 2008).
Les plantes ont été cultivées en hydroponie pendant 5 semaines avec un apport continu de
0,5 mM de nitrate d'ammonium.

Les plantes d'Arabidopsis ont ensuite été transférées pendant 1 semaine dans différentes
conditions nutritives dans un milieu contenant 1 mM NH,NO4 (AN), 0,56 mM NH,NOy et
0,5 mM CO(NHy), (AN + U), 1 mM CO(NH,), (U), ou pas de N (S).

A/ Parties aériennes de la plante.

B/ Poids sec des racines et des pousses (DW).

C/ Teneur en N des racines et des pousses (p/p).

Des lettres différentes indiquent des différences significatives entre les régimes nutritifs a P<

0,05.
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Lorsque les plantes sont alimentées en urée, la concentration en azote et en acides aminés augmente, en particulier la glutamine
et asparagine (Cao et al,, 2010 ; Mérigout et al., 2008).

Cette augmentation peut contribuer a la diminution de la croissance des plantes.

En effet, les concentrations élevées en amide et acides aminés, qui indiqueralent un statut azoté important, conduiraient a une
réduction du prélevement de ’azote et de sa distribution au sein de la plante (Cao et al, 2010 ; Mérigout et al, 2008).

L’urée utilisée en pulvénisation foliaire facilite la gestion de la fertihsation azotée lorsque les conditions de croissance sont
défavorables ou lorsque 'absorption racinaire est réduite lors d’un stress hydrique ou salin par exemple.

Cependant, 'urée directement absorbée au niveau foliaire provoque des brilures du feuillage et des nécroses (Gooding et
Davies, 1992 ; Nicoulaud et Bloom, 1996).

Ces symptomes de phytotoxicité sont d’autant plus séveres que la température est forte, Fhunmudité faible et que la solution
d’urée pulvénsée est concentrée (Krogmeier et al, 1989 ; Nicoulaud et Bloom, 1996 ; Witte, 2001).

L’utilisation des engrais uréiques ne constitue pas I'unique voie d’entrée de 'urée dans les systemes de culture.

L’urée provient aussi des excrétions animales et de la décomposition des molécules azotées 1ssues de la matiere organique.
Cependant, 'urée est rapidement hydrolysée par des enzymes des microorganismes du sol. De ce fait, les concentrations en
urée du sol sont souvent faibles (< 70 uM dans des sols agricoles) (Becker-Ritt et al., 2007).

Les plantes se sont donc adaptées et ont développé des systemes de transport spécifiques de I'urée.
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II) Mécanismes physiologiques d’absorption de 1'urée
I1.1) Transport a haute affinité de 1'urée

Tout comme pour le nitrate et 'ammonium, les plantes possedent un
transporteur actif (DUR3) impliqué dans le prélevement de 'urée : DUR3
permet 'absorption de I'urée externe a la plante et son transport endogene

(hgure 2) (Witte, 2011).

AtDURS a été 1dentifié chez Arabidopsis Thaliana comme un transporteur
majeur a haute athmité.
Il est la premiere preuve de 'existence d’un symport actif H*/Urée chez les

plantes : 'urée est ainsi co-transportée avec des protons (Liu et al, 2003a ;
Kojma et al, 2007).

DURS est induit par la présence d’urée dans le milieu mais réprimé par le
nitrate et 'ammonium (Merigout et al., 2008 ; Kopma et al., 2007).

DURS est localisé dans la membrane plasmique des cellules épidermiques
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Figure 2 : localisation des principaux transporteurs d’azote mis en jeux selon la concentration
en azote du sol (Maignan, 2021)

de la racine et s’exprime au niveau du xyleme et des parties aériennes afin d’assurer le transport endogene de 'urée (figure 2)

(Kojima et al, 2007).
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En cas de carence azotée DURS est surexprimé dans les racines mais pas Racines
dans les parties aériennes (figure 3) (Kojma et al, 2007). 25

Zone supérieure
du poil absorbant

-
.

Le transport de 'urée des racines vers les partie aériennes a été observé
chez les plantes cultivées sur de l'urée et en absence de nickel : ces
plantes accumulent des quantités importantes d’'urée dans leurs tissus N

aériens du fait de I'mactivation des uréases (Gerendas et al, 1998 ; Feuilles T W W AtDUR3

Gerendas et Sattelmacher, 1999 ; Mérigout et al, 2008). L 2 1 1 e

Niveau des ARNm
o
o
o

Zone médiane
du poil absorbant

Le gene AtDURS (Arabidopsis Thaliana) s’exprime aussi lors de la

germination ainsi que dans les feuilles sénescentes (Liu et al, 2003a)

puisqu’ll est impliqué dans les processus de remobilisation et de recyclage

de T'azote (Bohner et al, 201)) lors de la production d’urée endogene Figure 3 : Régulation de expression du gene ADURS chez Arabidopsis, lors d’une carence
(dégradation de 'arginine et des purines). arotec.

(@) : les plantes sont cultivées sur 2mM d’ammonium nitrate (+N) pendant 4 semaines, puis

Niveau des ARNm
Coiffe racinaire

soumises a une carence azotée (-N) pendant 1, 2 ou 3 jours (Liu et al, 2003a).

(b) : localisation racinaire du promoteur du gene AtDURS3 couplé a la GFP (Green Fluorescent
Protein). Les plantes sont cultivées sur 2mM d’ammonium nitrate (+N) ou en absence de source
azotée (-N), pendant 4 jours (Kojima et al, 2007).



88, |CHATEAU| ( Clcn
o= oY LA BELLE VIGNE

UNE VITICULTURE NATURELLE SUR SOLS VIVANTS \ ~l —./ V I V E N S

www.lbv-france.com

I1.2) Transport passif de 'urée

Le transport passif de 'urée est assuré par les protéines mtrinseques majeures (MIPs),
également appelées aquaporines (Witte, 2010).

Ces protéines facilitent le passage de I'eau et des petites molécules neutres au travers des
membranes cellulaires (figure 4) (Witte, 2010).

Les MIPs ont été réparties en 4 sous-classes chez Arabidopsis (Forrest et Bhave, 2007) :

Figure 4 : les aquaporines facilitent la diffusion de l'eau et des petits

- les prOtéiHGS intrinSéqUCS de la membrane plasmique (PIPS) s solutés neutres A travers les membranes des cellules végétales.
L. . . N . La perméabilité résiduelle de la membrane lipidique a ces molécules
- les protéines mtrinseques tonoplastiques (T1Ps), est également prouvée.
. s . SN ) I . . . . La capacité de certaines aquaporines a transporter des solutés a été
- leb pr otemes lrltrlrlbequeb membrdndlreb nOdUhHG_26_hke (NIP5)9 démontrée en utilisant des molécules tests telles que le glycérol et

- les petites protéines membranaires mtrinseques de base (SIPSs) urée.

On pense que les aquaporines végétales forment des tétrameres,
chaque monomere étant fonctionnellement indépendant (Maurels et
Chrispeels, 2001).

Les protéines PIPs ont un canal relativement étroit et sélectif pour 'eau, permettant un passage lent de 'urée (Witte, 2010).

Les transporteurs TIPs sont sensibles a la concentration en urée et au pH du milieu(Witte, 2010).

Ces protéies sont localisées dans 'ensemble de la plante (figure 2) (Maignan, 2021).
Dans les racines, elles sont régulées au niveau transcriptionnel par le statut azoté de la plante et induites lors de carence en
azote (Maignan, 2021).
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Les MIPs sont constituées de six domaines hélicoidaux b

transmembranaires sinsérant dans la bicouche lipidique constituante

de la membrane. 09 fi i
§ (6C¢ -
\> % §2< “Asn1g2
Ces 6 hélices sont reliées par des boucles d'acides aminés dont 3 35”5{{ 395 o
particulierement importantes se trouvent au milieu des boucles LB &dedytie L1 %
et LE : NPA (N pour asparagine, P pour proline et A pour alanine) LB "
(ﬁgure 5) ( W itte, 2010) N terminus
\ f . f 1 . N f . C terminus
C est face a ce mou NPA ql“le d CaSsure deS 1011S H pGUt SC faire . Figure 5 : Topologie membranaire des aquaporines et importance des motifs NPA (Forrest et Bhave,

les deux boucles mteragissent pour former une septiecme hélice 2097 , - , o _ ,
a) les aquaporines se composent généralement de six domaines hélicoidaux transmembranaires (H1-H6)

Créant un étranglement de 0,3 nm de diamétre dans 16 Canal qu1 et de cinq boucles d'interconnexion (LA-LE ; pas a I'échelle). LB et LE ont une nature hélicoidale

partielle et sont partiellement encastrés dans la membrane, se rejoignant ainsi au niveau de leurs motifs

constitue le pore et laissant passer ainsi individuellement les  Npa respecs.

b) le groupe amide de chaque Asparagine (Asn) des deux motifs NPA (respectivement Asn76 et Asnl192)

’ b * ’ b ’
mOIGCUIGS d cau et certains SOIUteS tel que 1 urce. forme une liaison hydrogéne avec une molécule d'eau, capturant l'atome d'oxygéne et provoquant la

réorientation de la molécule d'eau. Cela empéche la formation d'une chaine continue de molécules d'eau
liées a l'hydrogeéne et donc le transport de protons permettant ainsi aux cellules de conserver leur

potentiel électrochimique.
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IIT) Les uréases

Synthétisées par de nombreux organismes, les uréases forment un groupe d’enzymes tres répandues dans
la nature : elles sont synthétisées par de nombreux organismes mcluant les plantes, les bactéries, les
champignons, les algues et les mvertébrés (Cox et al, 2000 ; Hirayama et al, 2000 ; Polacco et Havr,

1979).

Elles sont aussi présentes en tant qu’enzymes libres ou liées aux particules colloidales dans les sols.
Ces enzymes permettent d’hydrolyser I'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone pour que les

organismes vivants puissent I'utiliser comme source d’azote pour leur développement (Andrews et al,
1984 ; Mobley et Hausinger, 1989).

L'activité uréasique a été détectée dans de nombreuses plantes (Hogan et al, 1983 ; Witte et Medina-
Escobar, 2001) : c’est une enzyme présente dans tous les tissus des plantes (Polacco et Winkler, 1984 ;
Witte et al, 2001) et plus précisément dans le cytosol de la cellule végétal (Witte, 2011).

L’uréase exerce une fonction catalytique aboutissant a I'hydrolyse de l'urée en ammoniac et dioxyde de
carbone. La premiere étape est une dégradation enzymatique de I'urée en ammoniac et carbamate.

Ce dernier est ensuite spontanément hydrolysé formant une deuxieme molécule d’ammoniac et du
dioxyde de carbone (figure 6.A) (Dixon et al, 197)).

La principale caractéristique commune a toutes ces enzymes est la présence d’un centre métallique dans
leur site actif. Ainsi, elles ont besoin de deux atomes de nickel pour pouvoir hydrolyser I'urée (figure 6.B)

(Dixon et al, 1975).
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Figure 6 : réaction et modele d'activation de I'uréase (Witte, 2011).

(A) Hydrolyse enzymatique de l'urée en carbamate catalysée par
l'uréase et décomposition non enzymatique ultérieure du carbamate
(hydrolyse spontanée). Deux moles d'ammoniac et une mole de
dioxyde de carbone sont générées a partir de l'urée par ces
réactions.

(B) Modele dactivation de l'uréase végétale impliquant la liaison des
trois protéines accessoires de luréase (UreD, UreF et UreG) a
l'apo-uréase, la modification covalente d'une lysine du site actif par
carboxylation de l'azote, et l'incorporation spécifique de deux 1ons
nickel par site actif. Les protéines accessoires se dissocient de
l'uréase apres activation. L'activation peut nécessiter une hydrolyse
du GTP arbitrée par UreG.
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Dégradation
des protéines

IV) Sources métaboliques de I'urée

Dans les cellules végétales, les uréases participent au métabolisme des composés azotés é | NH3 MITOCHONDRIE )
(Follmer, 2008 ; Wang et al,, 2008). HzNTNHf\)\COO-
H,N*
En plus de sa provenance du milieu extérieur, l'urée est un composé intermédiaire important arginine
résultant de deux processus métaboliques : NADH +H
H50 arginase NAD"

- la dégradation de I'arginine par les arginases (Zomnia et al, 1995)

- la dégradation des purines et des uréides (T'odd et al, 2006 ; Winkler et al, 1988). “'ketoglmam;"
0 :

)L " ’
< . > e HN" "NH, HaNV\/Lcoo
IV.1) Dégradation de I’arginine urée omithine 2 glutamate

| ]

Le catabolisme de l'arginine par l'arginase dans la mitochondrie génere 'ornithine et 'urée lTransporteur d'urée r———/

(hgure 7).  altama CYTOSOL

B . . } . . . ) ) ) ‘o . . . . urée glutamate
L’ornithine est ensuite convertie en glutamate par le métabolisme mltochondr}dl (Funck et al, . 2 NH, \ 2 glutamine
2008). L'urée est exportée vers le cytoplasme probablement par des aquaporines (Soto et al, Uréase GS1

2010), puis hydrolysée par les uréases cytosoliques en ammonium.
Ce dernier est assimilé par la glutamine synthétase (GS1 cytosolique). I ’azote contenu dans la
molécule d’arginine est incorporé dans la glutamine par cette réaction, 'uréase jouant un réle majeur dans la mobilisation de cet azote (Witte,

2011).
Ainsi, le catabolisme de 'argiine est central pour la remobilisation de I'azote des tissus sources (Witte, 2011).

Figure 7 : voie de dégradation de I'arginine chez les plantes (Witte, 2011).
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L’arginine est également le métabolite majeur de stockage de l'azote dans les graines de
plusieurs especes végétales (Vanetten et al, 1967).

En effet, lors de la germination, 'activité arginase augmente (Cao et al, 2010 ; Goldray et Allantoine
Polacco, 1999) et I'arginine est dégradée au miveau de la mitochondrie (Goldray et Polacco,

2000 ; Polacco et Holland, 1993).

l Allantoinase

Allantoate
L’urée s’accumule aussi dans les feuilles sources des plantes agées, probablement générée Allantoate Allantoate
, . L. , .. - . , amidinohydrolase amidohydrolase
par la dégradation des protéines et de 'arginine lors de la remobilisation de 'azote dans les / \
tissus en sénescence (Gerendas et al., 1998). Uréace Urée CO, + 2NH,
v v
CO, + 2NH, Uréidoglycolate
IV.Q) Dégra_da_tion des uréides Uréidoglycolate Uréidoglycolate
Urée-lyase / \arr:iduhydrulase
Le second processus majeur de la production d’urée chez les plantes est le catabolisme des Uréase | Urée €O, + 2NH,
uréides, principalement 'allantoine et I'allantoate (figure 8) (Munoz et al, 20006). 0. + 2NH v
2 3 Glyoxylate

Ils sont 1ssus de la dégradation des purines qui sont des composés organiques (res riches €N ggue s : voies de dégradation des
(Todd et Polacco, 2004).

uréides chez les plantes

azote et structurellement proches de I'urée (Munoz et al,, 20006).

Les uréides ont un role essentiel dans 'assimilation, le métabolisme, la mise en réserve et le transport de 'azote chez les plantes

(Schubert & Boland, 1990)
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saccharose —%  oxaloacétate aspartate
asparagine

V) Devenir de 'urée dans la plante

Comme nous venons de le voir, quelle que soit son origine endogeéne ou exogene glvtamate 2-oxoglutarate

glutamate

I'urée n’est pas utilisable par la plante avant d’étre prise en charge par les uréases qui

catalysent I’hydrolyse de I'urée en dioxyde de carbone et ammonium (Mérigout, -

2006). shamat ghaamine

2-oxoglutarate

Des flux d’urée existent entre les organes puits et sources de la plante (Gerendas et
al., 1999 ; Witte et al, 2002), permettant ainsi la remobilisation préférentielle de

purines, urcides

UREASE /
2NH,+C02 +—————— UREA

. . . C. ) NO, NO, NH,'
I’azote uréique au nmiveau des organes en croissance : les activités de I'uréase sont —
particulierement plus fortes dans les feuilles agées par rapport aux jeunes feuilles e e
ginine
(Witte et al, 2002). [a]
glutamate ——» Shotamate - omithine arginosuccinate

L’urée 1ssue de l'action de l'arginase (Zomia et al, 1995) nécessite un transport de —

I'urée hors de la mitochondrie car les uréases sont des enzymes cytoplasmiques O, + ghtamine + ATP — Caramy? ~ \| OCT |

(Polacco & Holland, 1993). citruline

Pi
Figure 9 : voie d'assimilation de l'urée (Mérigout et al, 2008).
gu
Suite a 'action des uréases’ 'ammonium ainsi formé est incorporé dans les acides L'urée est synthétisée a I'intérieur des mitochondries pendant la dégradation de I’Arginine

., . . ., . , par l'arginase dans le cycle de I'Ornithine ou de l'urée. L'urée dérivée de l'arginase est
AIMINEs par 1 action C()mblnee dﬁ la glutamlne synthetase (GS) et dC la ghlt'dmat@ ensuite exportée vers le cytoplasme et hydrolysée par l'uréase. L'ammonium dénvé de
synthase (GOG AT) (Mérigout, 2006) (ﬁgure 9) l'tll‘ée est asﬁmilé en G‘h‘lta‘min‘e via la GS ; ensuite, la GOGAT catalyse la formation du

Glutamate via le cycle GS-GOGAT.

AAT, Asp aminotransférase ; AL, arginosuccinate lyase ; AS, arginosuccinate synthétase ;
ASN, Asn synthétase ; GDH, Glu déshydrogénase ; NiR, nitrite réductase ; NR, nitrate
réductase ; OCT, Orn carbamyl transférase.

Aspartate + ATP
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Pour rappel sur 'absorption et assimilation du nitrate, ammonium et urée par les
plantes (Cf Synthese LBV - « Partie I : absorption et assimilation du nitrate et de
I’ammonium chez les végétaux supérieurs ») (figure 10) :

Gl ———— NH," + 2-0&
T~ Mitochondria | —

La premiere étape de l'assimilation de l'azote est la réduction du nitrate (NOy) en
nitrite (NOy) catalysée par l'enzyme nitrate réductase (NR) et la réaction suivante

Chioroplast

est la réduction du nitrite en ammonium (NH,') par l'enzyme nitrate réductase
(N1R) dans le cytosol.

Ornithine

— |

Puis NH," est assimilé par les enzymes glutamine synthétase (GS) et glutamate

synthétase, qui est également appelée glutamine 2-oxoglutarate aminotransférase promine
(GOGAT), pour produire divers acides aminés par l'incorporation de glutamine j
(GlIn) et de glutamate (Glu) dans le chloroplaste et le cytosol (Goel et Singh, 2015 ; D
Balotf et al, 2016). CH,N,O

Figure 10 : représentation schématique des mécanismes enzymatiques d'absorption et

2NH,* +CO,

d'assimilation de l'azote chez les plantes supérieures (Lang et al, 2020).

L'assimilation de lurée (CH4NQO) peut étre directement prise en Charge par fgrmcs dz‘)l')azotc en bleu : Nitrate (NOy), Ammonium (NH,"), Urée (CH,N,O) et Glutamine
-H,{ N,O.
7 : . ' I 5N gUg).
lvenzyme urease pour former NH4+ ou pGUt SuIvre la VOIE€ dC 10r Illthlne Ct/OU Les enzymes impliquées sont indiquées en jaune et rouge : NR (nitrate réductase), NiR (nitrite

pendant le Catabolisme dCS purines ou dGS uréides (KOjlma et a ] , 2006 . Witte, ré/ductasc),, GS (glufamil?c synthase), GOGAT (glutamate synthase), GDH (glutamate
901 1) déshydrogénase), UREASE.

L'enzyme glutamate déshydrogénase (GDH) est impliquée dans l'assimilation du NH," et catalyse la synthese du glutamate (Glu) a partir du
NH," et du 2-oxoglutarate (Goel et Singh, 2015).
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