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totale et en hypoxie partielle, sur les axes d€PAet leur répartition en groupes présentant
des similarités et montrant les corrélations eatre comparés a ceux du groupe témoin

Figure 1V.32 : Classification hiérarchique sous forme d’arbreu@Brisation), des différents
meétabolites qui varient significativement dans krtie aérienne et qui suivent la méme
tendance selon le facteur « temps » (& gauche feticteur « condition » (a droite) avec le
numeéro associé pour chaque échantillon

Figure IV.33 : Classification hiérarchique sous forme d’arbreu@@risation), des différents
métabolites qui varient significativement dans kxtip aérienne et qui suivent la méme
tendance selon le facteur « temps x conditionga(&che) et le facteur « condition » (a droite)
avec le numéro associé pour chaque échantillon

Figure IV.34 : Graphes d’évolution de I'expression des génes «afAl» (& gauche) et
« GABA-T » (a droite) dans les racines et la paageéenne des plantes sous stress hypoxique
racinaire totale et partielle (split-root) en fanotdu temps (en semaines) de traitement

Figure 1V.35 : Visualisation des changements des métabolites diabmiisme primaire,
azoté et carboné dans les racines des plantes goxi@yracinaire comparés aux plantes
témoins en fonction du temps (en semaines) demnaibt
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Figure 1V.36 : Visualisation des changements des métabolites dabmiésme carboné dans
les racines des plantes en hypoxie racinaire cagspanx plantes témoins en fonction du
temps (en semaines) de traitement

Figure 1V.37 : Visualisation des changements des métabolites diabmiésme azoté et
carboné dans la partie aérienne des plantes exieyfazinaire comparés aux plantes témoins
en fonction du temps (en semaines) de traitement

Figure 1V.38 : Visualisation des changements des métabolites dabmié&sme carboné dans
la partie aérienne des plantes en hypoxie raciraingarés aux plantes témoins en fonction
du temps (en semaines) de traitement
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Le monde végétal reste mal connu, malgré sa riechessa diversité. Pourtant, les
plantes, premiers maillons dans le cycle du carbmnelans les chaines alimentaires, sont
indispensables a la vie animale sur la planete.

En France, la production des semences est considérdme la meilleure au niveau
européen et occupe la troisieme place au niveauialoavec un chiffre d’affaire qui s’élevait
a 2725 millions d'euros en 2010/2011, elle esblstadepuis presque douze ans et en
constante progression (figure 1.1). Son exportasteffectue dans la majorité des cas a

destination des pays Européens (76%) et principaiéners I’Allemagne.

0001 M2 0203 03n4 D45 0508 06Ny 070 OBR9 09M0 10M4

| | Ventes en France mExportations |

Figure 1.1 : importations et exportations des semeges en France de 2000 a 2011.
Les chiffres sont donnés en millions d’euros. Seuneww.gnis.fr

La répartition du chiffre d'affaires par groupesgéces se fait de la fagon suivante : mais et
sorgho 33%, potageres et florales 21%, céréalepra@tagineux 13%, lin, chanvre et
oléagineux 12%, fourragéres 8%, betteraves et @eso7% et pomme de terre 6% (figure
1.2).

Potagéres Céréales &
& florales Protéagineux
219% \/ 13%

4

Mais &
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Lin, Chanwvre
& Oléagineux
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Pommes

Betteraves &
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Figure 1.2 : importations et exportations des semeres en France de 2000 a 2011.
Les chiffres sont donnés en millions d’euros. Seureww.gnis.fr
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La région « Pays-de-la-Loire » réserve beaucoupodepétences et d’acteurs pour la filiere
plante : centres de recherche et de formation $pEtialisés, entreprises privées et vastes
espaces de culture sur champs.

L’Institut de Recherche en Horticulture et SemencE®HS », situé a Angers, regroupe
'INRA de Nantes-Angers, I'Université d’Angers etgfocampus Ouest pour acquérir une
meilleure compréhension de la physiologie des seasean vue d’en améliorer la qualité et
pour mieux comprendre la relation «plante - caod# de germination » ; celles-ci se
focalise sur I'étude des conditions de culture gestes et leurs réponse vis-a-vis des
différents stress possibles. Les plantes étudiéesne modeles sortrabidopsis thaliana, le

pois (Pisum sativum), Medicago truncatula, la pomme, le raisin et la carotte.

Dans nos travaux de recherche présentés ici, nous sommes focalisés sur un stress
abiotique : le stress hypoxique racinaire. Ce stess provoqué par I'inondation qui maintient
les racines dans un milieu qui S’appauvrit tres @b oxygéne et devient hypoxique. Dans
notre étude, ce stress a été réalisé par I'immeiiosystéme racinaire et nous avons réalisé
des études physiologiques et une «étude métabalenagec un intérét particulier pour le

métabolisme azoté.
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1. Plante et environnement

Pour se développer, les plantes absorbent dansilieu ngui les entoure, sol et
atmosphere, I'eau et les éléments nécessairesr@aissance et la production de biomasse.
L’eau prélevée dans le sol, outre ses roles maliglans la physiologie des plantes,
fournit 'hydrogéene et I'oxygéne par le mécanisme l'dssimilation chlorophyllienne.
L’'azote est, pour la plupart des plantes, préleagsde sol sous forme minérale (nitrique
ou ammoniacale) et, pour les légumineuses, diraieprélevé dans I'air du sol par les
bactéries des nodosités racinaires. Les élememisraux (P, K, Ca, Mg, la plus grande
partie du S et les oligo-éléments) proviennentayfggure ci-dessous) ou les racines les

absorbent a partir de solutions trés diluées (EdLB).

O
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Figure 1.3 : Interaction de la plante avec son environnemenesdifférents mécanismes qui interviennent
comme, la photosynthése, la respiration, la traasph et la nutrition minérale.

La croissance et la survie des plantes terrestoed affectées par les facteurs

environnementaux tels que la température, I'hud@jdé lumiére, I'obscurité et beaucoup

d’autres facteurs qui pourraient étre néfastesemétiques pour I'avenir de la plante.

Les plantes ne sont pas toujours en situation edgalir leur développement car, parfois,
elles affrontent des conditions adverses qui emgrdi des stress abiotiques ; ceux-ci se
définissant comme un stress hydrique et un sti@gs &insi que d’autres stress comme
’hypoxie racinaire et le stress thermique. Lesntda développent des réponses

physiologiques pour s’adapter (résister ou toléargs stress abiotiques.

-21 -



1.1.Germination et développement des plantes

La germination de la plante est divisée en plusigmandes étapes (figure 1.4) : la phase
d’'imbibition (1), la phase de germination au setrics(Il) et la phase de croissance post-
germinative (lll) (Bewley, 1997) ou installation teeplantule. L’installation de la plantule est
'étape clé du cycle du développement surtout goe &chec constitue un risque trés
important au niveau agricultural pour la productdes plantes des especes légumineuses et
horticoles. Elle est caractérisée par I'entrée dapet passive d’eau qui est suivie d'une
augmentation de la consommation d’oxygéne pour taba@u l'activation des enzymes

mitochondriales.

Germination I Postgermination |
|
Phase | Phase |l Phase Il
tored reseples mobilized
P = Hadicle cells -{:i'l"l_.;"'dl.';'
L]
b= & =
o ;‘ E | epalred
E i E -l %
S| § B '
:D}“ = E Progdin thesized using extant mENA
ME,// i s DA
G
1 E‘? ___Minachondna synthesized
i 4 I.-:' ."I:-. ..I' an

Time
Figure 1.4 : Principaux événements liés a la germination. L'ioition des graines suit une courbe triphasique.
La phase | correspond & une prise d’eau rapid@hiaae Il est une phase de plateau qui se termirla partie
de la radicule. La phase Il est caractériséeagprise de I'imbibition. Seules les phases | ebirespondent a
la germination au sens strict, alors que la phésest une phase de croissance, postgerminative.tiadts
indiquent la plage de temps pendant laquelle seutEt'événement cité. D'apres Bewley 1997.

Dés que la semence est déposée dans la terranbdition commence, a condition que la
teneur en eau du sol qui I'entoure soit suffisahte.mobilisation des réserves est ensuite
déclenchée suite a des modifications hormonales, iqduisent des réactivations
enzymatiques (Le Deunff et al., 2004 ; Lawrencal.et1990).

Aprés ce stade, une deuxieme étape du développetectd semence, marquée par la
diminution de l'entrée d'eau et l'allongement de#fédents organes de la plantule,
commence ; c’esla croissance hétérotrophe de la plantule sous tezr(définit la phase
plantule, n'accédant toujours pas a la lumiere)pEsence permanente, des deux conditions

nécessaires : I'eau et I'oxygeéne ; les processmregoires et mitotiques ainsi que la synthése
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d’hydrolases (telles que las-amylases, les nucléases ou les protéinases) a@essa la
dégradation des réserves, a la division et I'éltogecellulaire, sont activés. Ceci permet, la
sortie de la radicule des téguments (Negbi ell@b8) qui, une fois réalisée, aboutit au début
d’absorption d’éléments minéraux, la colonisatiompide de la racine des premiers
centimetres du sol (Cooper, 197Durrant et Mash, 1989 Pure et al., 1981). Ensuite,
I’hypocotyle continue a s’allonger pour que la pldatsoit hors de la terre (début de la levée
de la plante) et a partir duquel elle commencelsagsynthese et la jeune plante devient
autotrophe et continue a croitre et développer aleselles feuilles et racines. En plus des
facteurs influencant sur la germination de la sezagunn autre facteur s’ajoute pour controler
sa croissance hétérotrophe ; c’est le risque deondres des obstacles mécaniques : mottes,
horizon compact, crolte a la surface (Tamet etl@B5 ; Durr et al., 1992 ; Arndt, 1965 ;
Awadhwal et Thierstein, 1985). Puig, phase de croissance post-germinativepmmence
avec de nouveau une entrée d'eau et une augmentatpmrtante de la respiratioha
germination, l'allongement hétérotrophe des semensg mais aussi l'installation de la
plantule, varient entre les différentes especetivéeks en fonction de la taille, de la quantité
de réserves ou du génome de la graine (Awadhwhhietstein 1985 ; Durrant et al., 1988,
Benjamin, 1990 ; Boiffin et al., 1992 ; Tamet et, 8996 ; Klos et Brummer, 2000 ;
Valenciano et al., 2004).

Les conditions du milieu : température, lumiere, Hdii@ autour de la graine, pluviométrie,
état structural du sol et la teneur en oxygéneatwifonnement proche de la semence ainsi
gue d'autres éléments (Come, 1975), représentaentfalgteurs essentiels et trés délicats pour
un meilleur contréle et une amélioration du dévptapent de la plante. La température a un
effet direct sur le métabolisme et sur le taux dgeqye dissout ; les relations entre vitesse de
germination ou d’allongement des organes et la éatpre utilisée ont été abondamment
étudiées dans la littérature pour de tres nombseesgeces (Bierhuizen et Wagenwort, 1974 ;
Covell et al., 1986 ; Fyfield et Gregory, 1989 ;staall et Squire, 1996 ; Squire, 1999). La
lumiere inhibe la germination des especes photdsess négatives et stimule les
photosensibles positives. Les effets du potentyelriue sur la germination ont été peu
étudiés et les travaux concernant cet aspectade glantule sont rares (Bouaziz et Bruckler,
1989 a, b et c).

Le résultat au champ est tres variable selon ladittons du milieu qui interagissent avec les
caractéristiques de l'espéce végétale considéee ;d’autre terme, pour un meilleur

développement de la semence, une évaluation etjuamtification des caractéristiques de
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'espece mais aussi celles du milieu ont été réadisdans plusieurs études récentes en

biologie végétale.

1.2.Importance des légumineuses cultivées

Les lIégumineused-ébaceae) sont définies par leur structure florale spéciigla cosse
de leur fruit et surtout par l'aptitude (88% depeegs examinées) a former des symbioses
fixatrices d'azote avec les bactéries de la fandéleRhizobiaceae (de Faria et al., 1989). La
fixation de I'azote atmosphérique, en symbiose ales microorganismes du sol, est une
spécificité trés marquée de la famille des Iégunmses, qui est composée essentiellement de 3
sous familles : Papilionoideae, Caesalpinioidea®lietosoideae (Doyle et Luckow, 2003)
avec environ 20.000 especes (Gepts et28l05). Economiquement, la sous famille des
Papilionoideae est la plus importante en termesp&ees cultivées : le sojalfcine max), le
haricot Phaseolus vulgaris), le pois Pisum sativum), la luzerne Kedicago sativa), I'arachide
(Arachis hypogaea), le pois chiche Gicer arietinum), et la feve Yicia faba). Ces
légumineuses cultivees forment deux groupes app€ékegoides et Phaseoloides, a
'exception de l'arachide qui appartient au growss Aeschynomeneae (Broughton et al.,
2003).
La culture des légumineuses est réalisée pringipaié pour assurer une consommation
humaine (haricot, pois, feve ...) suffisante car slgnt considérées comme source de
protéines mais aussi pour assurer l'alimentatiomnale (soja, luzerne,...) ; elles sont au
deuxieme rang aprés les graminées pour la sat@iagdés besoins alimentaires de 'homme
(Graham et Vance, 2003). D’autre part, elles soissiaune source trés importante d’huiles
végetales (arachide) et de bois de qualité (boisode, €béne). En agriculture, dans un
systeme de rotation de culture, les lIégumineusewmgitent de fertiliser les sols en azote,
limitant les apports d’engrais.
Selon leurs aspects, les légumineuses se divisemteex catégories : les légumineuses a
graines et les légumineuses fourragéeres. Les léguses a graines constituent toujours une
part importante de I'alimentation du monde, partér@iment dans les pays en développement.
Citons le Haricot Phaseolus vulgaris) en Amérique Latine, le Pois Chich@i¢er arietinum),
la lentille (Lens culinaris) et la Feve Vicia faba) dans le bassin méditerranéen, le Soja
(Glycine max) en Asie ainsi que I’Arachidé(achis hypogea) et le Pois Pisum sativum) dans
le monde entier. Les graines de Iégumineuses sostrighes en protéines et moins riches en
glucides que celles de céréales (Bewley et BlaBR4)L: on distingue les espéces a graines

riches en protéines et en huile, sans amidon,édassomme oléagineuses (soja, arachide) et
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les especes a graines riches en protéines, classéese protéagineuses (pois, féverole) ou
légumes secs (haricot, lentille et pois chiche).seaonde catégorie dite « légumineuses
fourragéres » est exploitée pour sa partie aérieiche en protéines et est essentiellement
destinée a 'alimentation animale. Beaucoup d’espé&ont inféodées a la prairie permanente.
Adaptées aux situations de concurrence pour desamxven azote minéral dans le sol ou
ayant développé des mécanismes d’adaptation anlunence pour la lumiére au niveau de
leurs parties aériennes, pérennes pour beauconfraltles, elles tendent a disparaitre de ces
peuplements des lors que la fertilisation azotéelas forte (Duc et al., 2010).

En plus de ces qualités alimentaires, les légumeseysuent un rdle capital dans la
préservation de I'environnement ; dans la lutte ola désertification et dans la restauration
des milieux dégradés. Le but est essentiellementarmemental mais la contribution a la
ressource fourragére est cependant toujours esléeitia subsistance des agro-pastellra.

été proposé d'utiliser les légumineuses annuelieligénes (Gintzburger, 1984) et en
particulier les médic§Medicago annuelles) pour régénérer les parcours dégradézomes
semi-arides et arides.

Enfin, outre ces bénéfices qu’elles entrainent g@limentation et I'environnement, les
légumineuses peuvent étre utiles dans diversestimiglimentaires (lait et dérivés, pain,
tourteau) et chimiques (plastique biodégradabldehbio-diesel, colorants, gomme, textile,
papier...) (Graham et Vance, 2003). Plusieurs léegunsiee ont été utilisées dans l'industrie
pharmaceutique (Duke, 1992 ; Kindscher, 1992). lissflavones du soja et d'autres
légumineuses ont été pressenties pour diminuerrisegmies de cancer et les effets du
cholestérol (Kennedy, 1995 ; Molteni et al., 1995).

2. Medicago Truncatula,plante modéle pour I'étude des interactions plantstress
abiotique
La luzerne tronquéeVledicago truncatula) est une espéece végétale herbacée des régions
méditerranéennes. Elle appartient & la famille figtee des Fabacées, plus couramment

nommees Légumineuses ou Papilionacées (Doyle aribiay 2003).

2.1. Historique

Quelgues soient, fourragéres ou a graines, les idguises ont joué un rdle historique
important dans la naissance de I'agriculture. Phégisément, La luzerne cultivée appartient
a un complexe d’espéces avec plusieurs niveauxaidiga L'especeMedicago sativa ssp

sativa, originaire du croissant fertile, a tiges dressadteurs bleues et a gousses spiralées, est
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introduite en Europe et en France a I'occasioncdesgjuétes arabes par le Sud (Prosperi et al.,
2000). La sous espéeddedicago sativa ssp falcata, a port prostré, a fleurs jaunes et a gousses
en faucille est spontané dans une grande partia #eance. C’est le croisement entre ces
deux types qui va donner naissance aux types Flsn@inProvence que nous connaissons
encore aujourd’hui, populations ou I'on peut retrerutrace de cette origine par la présence de
plantes a fleur bigarrée. Les travaux sur les légaoses fourragéres bénéficient d’avancées
importantes en biologie moléculaire (Julier et2003),

Bien qu’importantes sur les plans économique, épglee et industriel, les Iégumineuses
cultivées présentent des caractéristiques biol@giqui retardent leur amélioration génétique.
En général, elles ont un grand génome et sont sbyayploides mais leur transformation
par Agrobacterium est délicate voire impossible. De ce fait, I'idéadvante d’identifier une
espéce légumineuse modele qui serait plus facite@ipuler et a étudier, vue sa synthénie
avec les légumineuses cultivées dans le but d@méles recherches fondamentales et

'amélioration génétique concernant les traits agriques d’intérét.

2.2.Medicago truncatulaplante modele

2.2.1. Caractéristiques
Dans le genrdledicago, I'especeruncatula regroupe de nombreux génotypes différents. Les
plus utilisés en laboratoire sont A17, issuatltivar Jemalong, et R-108, issu de I'écotype
108-1. Lecultivar Jemalong a été utilisé dans les études de germination pi@se ici. En
effet, malgré la forte homogénéité génétique inmér@ tous les génotypes, celui-ci présente
une cinétique de germination beaucoup plus reptdded’un individu a I'autre. De plus, les
taux de germination sont élevés : de l'ordre de @¥&s une simple levée de dormance au
froid. Une plante d®. truncatula peut produire entre 500 et 1000 graines et elleastble
d’effectuer a la fois une symbiose av@oorhizobium meliloti et avec des endomycorhizes
contrairement &\. thaliana. Plusieurs agents pathogenes (champignons, ooesyd#ictéries
et virus), qui attaquent les légumineuses cultiv@@ésgoli et al., 2006 ; Rose, 2008), ont
Medicago truncatula comme plante hote.
Elle est diploide (2n=16), autogame et annuellle pbsséde un génome de faible taille, 550
Mpb soit environ 4 fois celui &. thaliana (Blondon et al., 1994). Elle présente une forte
variabilité biologique pour le port, la périodicities plantes, le nombre des graines par
gousses, l'efficacité de nodulation et de fixatienl'azote. La réponse aux parasites (Cook et
al., 2000) a mis en évidence des reactions codgaglans différents génotypes permettant

donc d’envisager plus facilement des approchestigg®es pour identifier les régions du
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génome impliquées dans le caractere étudié. Iteexiae forte synthénie (conservation de
'ordre d’alignement des marqueurs ou des séquelecdésng des chromosomes) entre le
génome deéMl. truncatula et de plusieurs autres légumineuses, notammeht. dativa et du
pois (Zhu et al., 2005 ; Aubert et al., 2006). [Deasils génétiques (cartes génétiques et RILS)
ont été générés par plusieurs laboratoires (Thoefuak, 2002 ; Choi et al., 2004 ; Julier et
al., 2007 ; kamphuis et al., 2008)M. truncatula est facilement transformée par
Agraobacterium rhizogenes et A. tumefascience (Boisson-Dernier et al., 2001). Par ailleurs, de
nombreux outils et ressources géenétiques et gén@sidels que le séquencage en cours de
son génome, des cartes genétiques, des banquéstdeeBAd’ESTS, des puces de microarray,
des mutants... sont maintenant disponibles (Saah,e2007 ; Ané et al., 2008) et ont permis
d’aborder I'analyse de nombreux processus biologigete physiologiques relatifs tant au
développement de la plante (Julier et al., 2007err® et al., 2008) qu'a l'analyse des
interactions biotiques ou abiotiques (pour revRese, 2008).

Ces constats ont amené la communauté scientifigtexnationale qui travaille sur les
Légumineuses a proposktedicago truncatula comme plante modéle, non seulement pour
l'étude des effets des stress abiotiques et desieges, mais aussi pour I'analyse des

interactions Légumineuses-parasites (Cook, 1998uny et al., 2003).

2.2.2. Application dans la recherche

Les recherches en physiologie végétale et en ggmétisur la luzerne, ont fortement
progressé en vue de comprendre les déterminanfardiitecture et de la phénologie des
plantes, qui contribuent a I'élaboration du rendeimet de la qualité. Des travaux sont
€également menés en vue de comprendre les mécansimies bases génétiques de la
résistance aux maladies. L'analyse de la valeuneataire est également une thématique
importante. On notera les travaux conduits suilidation de la luzerne en alimentation
animale (Andurand et al., 2010), ainsi que l'étutle r6le des tannins condensés sur la
valorisation des protéines alimentaires par lesmants et sur les émissions de méthane. Les
travaux de biologie moléculaire (Baranger et al1®0conduits en France chez le pois et
appuyés par les homologies avec I'espéce modetcago truncatula (Zhu et al., 2005)
(développements de cartes génétiques, mutants llog, tiséquencage), ont permis de
construire des cartes génétiques denses (Loridoal.et2005 ; Aubert et al., 2006) et
d’identifier des zones du génome du pois et deggémpliqués dans le déterminisme de
caractéres d'intérét agronomique (résistances aladies et au froid, architecture, relations

symbiotiques, composition de la graine) ; des sagénétiques denses et des ressources
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moléculaires sont disponibles pour la luzerne arean national (Julier et al., 2003). Ces
travaux peuvent s’appuyer sur la ressource coraitEque constitue la Iégumineuse modele
Medicago truncatula ; donc elle a été proposée comme |égumineuse m@Bat&er et al.,
1990 ; Cook, 1999) en raison de ses nombreux atmuxsniveaux de la biologie, de la
géneétique et des différents outils génomiques uddfre (Huguet et Prosperi, 1996 ; Young
et al., 2005).

De plus, M. truncatula présente une grande synthénie avec beaucoup deité@Enses
cultivées tels que le pois et la luzerne pérenma @ al., 2005), permettant ainsi le transfert
des acquis sur cette plante modele vers ces légusgae Ces avantages sont mis a profit
pour des études de génomique fonctionnelle ettatale en vue de l'identification des génes
agronomiques intéressants, ainsi que I'étude degrtions légumineuses-agents pathogénes
et symbiotes (Cook, 1999 ; Cook et al., 2000).

3. Métabolisme de I'azote

Le métabolisme de l'azote n'est pas seulement,esnpocessus fondamentaux de la
physiologie de la plante, mais aussi I'une desigmimportantes du cycle de la chimie
mondiale. L’assimilation de l'azote des plantesngréirectement part a la synthese et la
conversion des acides aminés a travers la rédudéismitrates. Au cours de leur cycle de vie,
les plantes doivent étre capables de s'adaptegeaddes variations dans |'approvisionnement
en azote du sol (N). Les changements dans la dEptnde N, et dans les concentrations
relatives de N@ et du NH", sont connus pour avoir de profonds sur la régulatles
systemes d'absorption d'azote dans la racine,raétabolisme de 'azote et du carbone dans
les plantes.
La réalisation de cette intégration des réponsesiaau de la plante entiere implique des
mécanismes de signalisation qui peuvent communidegrinformations sur la disponibilité
de l'azote dans les racines et des informationtesstatut C / N dans la plante (Walch-Liu et
al., 2005).

3.1.Source et cycle de I'azote

Il existe 3 sources d’'azote : I'azote atmosphériN@), 'azote minéral (nitrates NOet
NHs/NH,") et l'azote organique (acide aminé et protéine). ritrate constitue la source
d’azote majoritaire dans les sols (Marschner, 19@%st un ion chargé négativement, et
ainsi, il n’est pas retenu par le complexe argilmigque du sol, qui porte aussi une puissante

charge négative. Tres soluble, le nitrate appontéexecédent dans le sol, est entrainé par
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lessivage et contribue a la pollution des nappe®gdigues. Les nitrates subissent un
lessivage important et les nitrates sont la forméépentielle des plantes (figure 1.5). lls sont
réduits en nitrites puis en ammonium. L'ammoniuntreave également dans le sol.

Les protéines sont dégradées pour reformer de €aniéral a partir de I'azote organique.
La formation d’humus permet I'ammonisation : retoan NH3. Enfin les bactéries
nitrificatrices permettent la nitrification des solCe sont des bactéries chimio synthétiques.
La réaction est exergonigue et I'énergie récuppegmet de fixer le CO

Le nitrate (NQ), 'ammonium (NH") et I'urée (CO(NH)), sont les formes d’engrais azotés
les plus utilisées. Dans le sol, nitrate et ammmonaont les deux principales formes d’azote
inorganique disponibles pour la plante (Raven et 2192). Dans les sols bien aérés, la
nitrification est rapide : il en résulte une failwencentration en ammonium. Dans les sols
détrempés ou acides, 'ammonium s’accumule (Cravidr Forde, 2002). Les plantes non
fixatrices de I'azote atmosphérique absorbent @trakent ces deux formes d’azote anionique
(NOs) et cationique (NH).

. /f:'Emlssinn par les

organismes vivantis Engrais

v '

Fixation symbictique pacnmoosition des résidus
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Figure 1.5 : Le cycle de I'azote (d’apres Mor@audry, 1998)

La fixation biologique de l'azote est effectuée gdas microorganismes, soit autonomes
soit en symbiose avec des plantes supérieures. Borsdees légumineuses, seul un petit

nombre d’espéces (quelques centaines au plus) dmdsdes nodules fixateurs d’azote. |l
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s’agit exceptionnellement d’'une association avecR&izobiums (on ne connait qu'un seul
exemple:Parasponia) mais le plus souvent la symbiose est réalisée des actinomycetes
(bactéries filamenteuses) du gerrankia (Benson et Silvester, 1993).

Une approche de biologie intégrative a été menée iedicago truncatula pour élucider,
d’une part, la régulation coordonnée desN®H,;" et I'acquisition du Mpar les Iégumineuses
pour satisfaire la demande d’azote par la plattd’ agitre part, la modélisation des propriétés
émergentes observées a l'ensemble de la plantesitéation d'un niveau élevé d'azote
minéral, les trois voies d'acquisition d’N sontntdgquement réprimées.

Cela pour que la plante puisse assurer ces besni@zote pour son développement et sa
croissance et pour gu’elle puisse assurer desvesserutritives utilisables en temps de

contraintes biotiques et abiotiques.

3.2.Assimilation de I'azote chez les plantes

L'azote, incorporé dans les molécules biologiques dlantes, est sous deux formes :
gazeuse (78% de I'air) ou minérale ; avec deuxgwssus possibles : la fixation biologique,
par des microorganismes fixateurs et la fixatior’aleote minéral. Il est ensuite converti en

ammoniac qui sera transformé en groupement ami@enide.

3.2.1. Absorption de I'azote minéral : nitrate et ammonium

Les concentrations en nitrate et ammonium dansséds varient selon le degré de
minéralisation et de nitrification (quelques micaaires a plusieurs millimolaires)
(Marschner, 1995). Des systemes tres spécifiquésadsport de nitrate ou d’ammonium ont
été développé chez les plantes : un systeme deptyera haute affinité ou HATS pour High
Affinity Transport System, et un systeme de transpobasse affinité ou LATS pour Low
Affinity Transport System (Crawford et Forde, 2002)
L’assimilation de l'azote du sol implique tout d’abole franchissement de la membrane
plasmique des cellules racinaires. Dans le casitcaten le potentiel négatif de la membrane
ainsi que le gradient de concentration ne permigti@s, en général, 'entrée passive du nitrate
dans le cytoplasme, et un systéme de transpoit emiiplé a une HATPase est donc
nécessaire (Glass et Siddigi, 1995). Les transprtge nitrate sont codés par deux familles
de genes: les gen®RT1 impliqués dans le transport a faible affinité et EEnesNRT2
responsables du transport a haute affinité (FoRf®)0) Toutefois, le géne ARTL.1,
initialement identifi€ comme un transporteur deaté a basse affinité (Tsay et al., 1993), est

egalement impliqué dans le transport a haute &éf(hiu et al., 1999 ; Liu et Tsay, 2003).
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Dans le cas d’ammonium, son transport actif esiraggar un uniport d’ammonium voltage
dépendant, piloté par la famille de transporteut®AMYT (Ludewig et al., 2002). La
complémentation fonctionnelle d’'un mutant de leyudg&ficient pour le transport de
lammonium, a permis d’identifier le premier geAMT1 : AtAMT1.1 (Ninnemann et al.,
1994). Depuis, lI'analyse du séquencage complet @homge d’Arabidopsis a révélé cing
autres séquences homologuAtsAMTL.1 a AtAMTL.5) (Gazzarrini et al., 1999 ; Sohlenkamp
et al., 2000).

3.2.2. Régulation de I'absorption et devenir de I'azote das la plante

Les protéines, responsables de chacun des de@rmsstle transport du nitrate (HATS et
LATS), appartiennent a une famille multigéniqueti@dmsporteurs (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000 ; von Wirén et al., 2000 ; Orselad., 2002), et sont finement régulées en
fonction de la source d’azote disponible et dwstaditritionnel de la plante.
L’ammonium interagit également avec les systémesbatirption du nitrate : a faible
concentration, 'ammonium a un effet inducteur dap(Bloom et Sukrapanna, 1990). Par
contre, a concentration plus élevée, I'ammonium hehrapidement et réversiblement
'absorption du nitrate (Lee et Drew, 1989). Plusgr@lement, une régulation négative de
type feedback serait imposée par les produits de I'assimilation’a@@monium comme les
acides aminés (Muller et al., 1995).
Le cycle jour/nuit constitue un autre niveau deutégon qui permet de coordonner
'absorption du nitrate avec la photosynthese etdé¢éabolisme carboné. L’absorption nette du
nitrate augmente continuellement au cours de iéstaent et décroit a I'obscurité (Lejay et
al., 1999). Les glucides, produits de la photosgsth seraient les acteurs de cette régulation
de I'absorption du nitrate (Delhon et al., 1996)addition de saccharose dans le milieu de
culture au cours de la période nocturne induit motant les geneAtNRT1.1 et AINRT2.1
(Lejay et al., 1999, 2003).
L’absorption d’ammonium serait principalement régul par le statut azoté régnant
localement autour de la racine, a la différencéad@gulation par le statut azoté de la plante
entiére dans le cas de I'absorption du nitrate §8kat al., 2001). La glutamine exercerait
aussi un rétro-contrdle négatif sur la transcriptiongeneAtAMT1.1 (Rawat et al., 1999).
L’absorption d’ammonium par les racines varie a@ssifonction du rythme diurnal. Aprés
une augmentation continuelle durant la période memse, I'absorption de I'ammonium

diminue a I'obscurité (Ourry et al., 1996 ; Gaziraret al., 1999).
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Le nitrate métaboliquement actif, disponible damsytosol, doit nécessairement étre réduit
en ammonium pour étre assimilé. La réduction datgtest assurée par I'action successive de
deux enzymes, la nitrate (NR) et la nitrite (NiRYluctase. Dans le cytosol, la NR catalyse la
réduction du nitrate en nitrite. Toxique, le nédrigst immédiatement transféré dans les plastes
ou il est pris en charge par la NiR et réduit emmamium (Figure 1.6). L’ammonium, toxique
pour la plante, doit étre immédiatement assimilés ltrois enzymes glutamine synthétase
(GS), glutamate synthase (GOGAT), et glutamate ya#rslgénase (GDH) sont les principaux
acteurs des processus d’assimilation de I'ammonissu de I'absorption racinaire ou

‘assimilation primaire’ et de sa réassimilation siémplante (Figure 1.6).
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Figure 1.6 : Voie d’assimilation de I'azote(d’aprésCoruzzi, 2003).

GS: glutamate synthétaseGOGAT : glutamate synthase AAT :
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asparagine synthétas&bH : glutamate déshydrogénadiiR : nitrite réductaseNR : nitrate réductase.
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3.3.Synthese et transport des acides aminés

L'action combinée de la GS ATP-dépendante et dé&G@GAT au cours du cycle
GS/GOGAT aboutit a I'incorporation de 'ammoniunmddes acides aminés.
En fait, 'ion ammonium est incorporé au glutampee la GS pour former la glutamine ;
d’autre part, la GDHatalyse la conversion du glutamate en ammoniui-cgtoglutarate
ainsi que la réaction inverse, c'est-a-dire l'artiora de l'a-cétoglutarate (Figure 1.6) (Aubert
et al., 2001). Ensuite, un transfert d’un groupenaenide de la glutamine sera effectuéoa I
cétoglutarate par la GOGAT. Deux molécules de giata sont ainsi formées, I'une étant
recyclée pour la formation de glutamine, l'autrdisée pour la synthese des acides aminés
(Hirel et Lea, 2001 ; Miflin et Habash, 2002 ; Higul.6). Les premiéres sources d'azote
réduit dans la cellule sont la glutamine et le ajfite, qui peuvent alors étre utilisés pour
former aspartate et asparagine via les deux enzwgseartate aminotransférase (AAT) et
asparagine synthétase (ASN), ainsi que les autidesaaminés et molécules azotées.
Glutamine, glutamate, aspartate et asparagine,eagsalors la translocation de l'azote des
organes source vers les organes puits (Peoplaff@td31993).

- Deux isoformes delutamine synthétase (GS)existent, aux réles et localisations
différents : La GS1, cytoplasmique, interviendrairtout pour I'assimilation de
'azote dans les racines (pour revue, voir Coru2@03) ; La GS2, localisée dans le
chloroplaste, joue un réle prépondérant dans haigsion de 'ammonium issu de la
réduction du nitrate dans les chloroplastes etfmsda réassimilation de I'ammonium
photorespiratoire.

- Deux types deglutamate synthase (GOGAT) existent, localisées dans le
chloroplaste : la ferrédoxine (Fd-GOGAT), qui a uwéle prépondérant dans
l'assimilation primaire de P'ammonium et la NADH-@&AT qui serait plus
spécifiguement impliquée dans les processus desindiggion de I'ammonium
photorespiratoire (pour revue, voir Coruzzi, 2003).

- La glutamate déshydrogénase (GDH) Deux formes majeures de GDH ont été
identifiées : une forme a NADH dépendante dansrigechondries et une forme a
NADPH dépendante dans les chloroplastes (Melo-@évet al.,, 1996). Le role
majeur de la GDH serait la désamination du glutanpetur fournir I'énergie et les
squelettes carbonés (Miflin et Habash, 2002 ; MascDaubresse et al., 2006).

- L’aspartate aminotransférase (AAT), enzyme phosphate-dépendant, catalyse le

transfert réversible d’'un groupe aminé du glutanvates I'oxaloacétate pour former
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'aspartate et bi-cétoglutarate (Schultz et Coruzzi, 1995 ; Wilkiak, 1995). Il existe
en plusieurs formes : mitochondrial (AAT1), cytagaks et chloroplastique (AAT3).
AAT2 et AAT3 sont les formes majoritaires (Coruz2003). AAT2 assure la synthese
des pools d'aspartate a la lumiére, qui est utiisér la synthése de I'asparagine a
'obscurité. AAT2 jouerait aussi un réle importatans le transport de I'azote jusqu’'a
la silique (Miesak et Coruzzi, 2002).

- L’asparagine synthétase (ASN)catalyse le transfert ATP-dépendant d'un groupe
aminé de la glutamine vers une molécule d’aspanpater former glutamate et

asparagine (Lam et al., 1998 ; Sieciechowicz eL8B8 ; Wong et al., 2004).

Par transamination, I'azote est ensuite transfédéaatres substrats carbonés (acides
cétoniques) pour former de nouveaux acides amiaggsa(tate, alanine, glycine ...), eux-
mémes précurseurs de tous les autres acides arhagacides aminés synthétisés peuvent
aussitét contribuer a la biosynthése des protéionesétre transitoirement stockés dans les

vacuoles, ou transportés vers d’'autres tissus.

3.4.Coordination entre métabolisme azoté, photosynthess respiration

La coordination entre métabolisme azoté, photosgethet respiration est tres
complexe (Bloom et al., 1989) ; en absence de Ikenié saccharose et 'amidon sont oxydés
pour fournir I'énergie et les squelettes carbon@sis en présence de lumiere, si la
photosynthese demeure le fournisseur principal # ANADPH et da-cétoglutarate, il n’est
pas exclu que la glycolyse et le cycle de Krebssgmnt fournir aux chloroplastes un
supplément énergétique et de molécules organiques assurer l'assimilation de I'azote
(Weger et Turpin, 1989).
Le métabolisme azoté est trées dépendant du métaimlicarboné ; il se déroule dans
plusieurs compartiments cellulaires :

- Dans le cytosal le nitrate est réduit en nitrite et 'ammoniumupétre intégré au
glutamate pour donner la glutamine. Il est ausslide de la glycolyse, du cycle
d’oxydation des pentoses, du cycle anaplérotiquexdéon du carbone et de la voie
de synthese du saccharose et de-tétoglutarate.

- Dans les chloroplastes,a réduction du nitrite en ammonium, la synthése de
glutamine, la synthese de glutamate a partir déagiine et di-cétoglutarate, la

synthese et la dégradation de I'amidon.
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- Dans les mitochondries|’ a-cétoglutarate, le malate et la sérine sont syisié&{\Woo
et al., 1987).
- Enfin, dans les peroxysomesla synthése de la glycine photorespiratoire et les
réactions de transamination liées a ce métabolisme.
La corrélation des métabolismes azoté et carbangssarée non seulement par les échanges
énergétiques entre compartiments cellulaires massiaégalement par la modification de
I'état d’activation de certaines enzymes du méiabw azoté ; citons 'exemple de I'état de
phosphorylation/déphosphorylation de la nitrate céake, fortement lieé a la fixation
photosynthétique du GOPour cela, une plante privée de £3£3t trés vite inhibée dans ses
capacités a assimiler 'azote aussi bien danslg@fids que dans les racines.
L’apport de N@, NO, et NH;" augmente I'activité respiratoire et comme la nedjuin est
connue pour fournir I'énergie (pouvoir réducteur DIA et ATP) et les squelettes carbonés
(o-cétoglutarate) nécessaires a l'assimilation deote, en conséquence, I'assimilation de

I'azote est diminuée fortement en anoxie.

4. Hypoxie racinaire induite par I'inondation et développement de la plante

Les plantes sont soumises a un grand nombre deufactenvironnementaux et
biologiques. Ces conditions, parfois défavoralpesirraient affecter la croissance normale et
le développement des plantes, en termes de gdaktéliments et du rendement (Voesenek et
al., 2006). Un de ces facteurs principaux est I'ixypaacinaire induite par I'inondationce
stress a des effets néfastes sur I'environnemegnaet sur la germination, I'établissement des
semis et le développement des plantes (Subbaialsaehs, 2003). Les inondations
représentent un phénoméne trés répandu, qui rédogidérablement la croissance et la
survie des plantes terrestres et donc, un impamtn@ sur la croissance et la survie des
plantes ainsi que sur I'agriculture et les écogystenaturelles. Les inondations influencent la
présence et la répartition des especes végétdan @ Voesenek, 1996). la diffusion du gaz
dans l'eau par rapport a l'air, est un phénomésengsl pour le bon fonctionnement des
systemes de régulation et de synthése des plantesttes ; en d’autre terme, I’hypoxie limite
la disponibilité en oxygene pour les plantes emigght les échanges gazeux entre les tissus
de la plante et I'atmospheére (Setsuko et al., 26@hnamperuma, 1989) ; dés que le sol est
inondé et tous les pores sont remplis, les échagamsux, entre le sol et 'atmosphere, sont

fortement limitées.
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4.1 Effets de I'hypoxie racinaire sur le phénotype ded plante

Des expériences effectuées chez plusieurs modélesld végétale ont été réalisées, pour
tester les effets de I'hypoxie racinaire (1-2% gigdne au lieu de 20% en normoxie) induite
par I'inondation, sur la physiologie des plantes@t la composition biochimique de leurs
fruits.
Les plantes ont développé plusieurs réponses pténmuar les conséquences du déficit en
oxygeéne lors de l'inondation des sols. La combaraide ces réponses adaptatives représente
la solution pour échapper le stress hypoxique mPees adaptations, différents changements
anatomiques et morphologiques sont identifiésdats I'allongement de la tige (Voesenek et
al., 1990 ; Bailey et Voesenek, 2008), la présatexfilms de gaz autour des racines et des
feuilles des plantes inondées, une forte absorgténitrate dans le milieu, une réduction de
l'activité photosynthétique et de la teneur en rgbylle et une accélération de la maturation
des fruits, mais n'affecte pas la taille finale dasts. D’autres études ont montré que
I’hypoxie racinaire induite par I'inondation entnaila réduction significative de l'allongement
de la tige, masse des pousses, la masse racihdaenembre de feuilles, la longueur des
pétioles qui contribue a une meilleure performaatdéa fermeture des stomates avec des
altérations métaboliques, responsables de la riédudé I'incorporation du C{Liao et Lin,
2001 ; Huber et al., 2009). Enfin, 'hypoxie radgmeapeut ralentir la germination des graines
et provoque leurs mort (Ismail et al., 2009 ; Gfairsson et al., 2010).

4.2 Effet de I'hypoxie racinaire sur le métabolisme azig

Lorsque la fonction des racines est perturbée g@srinondations du sol, le transfert
d'oxygéne aux racines est ralentit, limitant alesr respiration aérobie (Drew, 1997 ; Saglio
et al., 1988). Dans les tissus hypoxiques, |'aétimétabolique diminue en parallele avec la
diminution de la disponibilité d’'oxygene et la feemation est induite (Geigenberger et al.,
2000). Le stress hypoxique peut également condairene formation accrue d'espéces
réactives de l'oxygene, qui induisent I'oxydati@s gghospholipides et des protéines (Szal et
al., 2004) et qui limite le transport de I'eau es$ aninéraux aux feuilles et par suite diminue
I'activité photosynthétique (Pezeshki, 2001).
Parmi les marqueurs de I'hypoxie racinaire, indpéel’inondation, chez les plantes, on peut
citer les plus importants : I'acidgaminobutyrique ou GABA et l'alanine qui est uno&ci
aminé essentiel (Biais et al., 2010).
Chez les plantes, plusieurs rbles ont été attribaugsmétabolisme du GABA tels que

'osmoreégulation (Shelp et al., 1999) et le corgr@é I'homéostasie du glutamate (Masclaux-
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Daubresse et al., 2006). En outre, il a été dérdogtre le GABA participe aussi a la
régulation du pH (Carroll et al., 1994 ; Crawfoi®95) et le déroulement du cycle de Krebs
(Studart-Guimaraes et al., 2007). Trois principaleszymes interviennent dans le
meétabolisme du GABA, qui se déroule dans deux cotinpents cellulaires (figure 1.6) :
cytosolique et mitochondriale ; GABA est principalent synthétisée a partir de L-glutamate
grace a l'activité glutamate décarboxylase cytqaeliGAD). Il est ensuite transporté dans la
mitochondrie pour étre transformée par le GABA saminase (GABA-T) qui convertit le
GABA en succinate semi-aldéhyde (SSA). Par la sietsuccinate semi-aldéhyde est oxyde
par le succinate semi-aldéhyde déshydrogénase hoitddal (SSADH) pour produire du
succinate (Busch et Fromm, 1999). Alternativemdat, succinate semi-aldéhyde peut
également étre réduit dans le cytosol via l'adiuie y-hydroxybutyrate déshydrogénase
(GHBDH) qui produit ley-hydroxybutyrate (GHB) (Breitkreuz et al., 2003).

Un résultat trées marqué est relié a 'accumulatien’acidey -aminobutyrique (GABA) qui
aboutit a une augmentation des taux d'alanine @an@dntes en hypoxie racinaire (Miyashita
et Good, 2008).

Pour étudier la fonction du métabolisme du GABA sdwpoxie et sa contribution a
'accumulation de l'alanine, des études sont Esdisur les génes qui codent pour les deux
enzymes clés du shunt GABA, glutamate décarboxy(&&D) et GABA transaminase
(GABA-T). Parmi les cinq génes homologues GAD tesi(GAD1-5) chezArabidopsis
Thaliana, I'expression GAD1 a été principalement trouvéasdées racines, tandis que
I'expression GAD2 était présente dans tous lesneg@Palanivelu et al., 2003 ; Reddy et al.,
2002). L'expression des genes des autres GAD, g&itralement faible. En réponse a
I'hypoxie, l'induction de la transcription a étéselvée pour GAD4 seulement. Pour GABA-
T1, son expression a été détectée dans tous lasesgmais il n'y avait pas de changement
significatif de la transcription dans des conditibgpoxiques.

L'inhibition partielle de I'accumulation d'alaniea hypoxie induite par I'inondation, dans les
racines de ces mutants, suggere que le shunt GA®A en partie, responsable de
l'accumulation d'alanine en vertu de I'hypoxie (dlyita et al., 2007).

La synthese de l'alanine et du GABA est fortemeniiibée par MSX (méthionine
sulfoximine) et AZA (azasérine), les inhibiteurs e glutamine synthétase et glutamate
synthase qui jouent un réle important dans l'acdatin d'acide aminé en condition de stress
(Reggiani et al., 2000).

D’autre part, la production d’alanine apparait bieomme une voie importante dans la

réponse a I'’hypoxie racinaire : L'alanine est lel seide aminé dont la biosynthése n'est pas
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inhibée par une carence en azote. Les changemétébaliques qui ont été induits suivant
linondation peut étre mieux expliqués par l'adiva du métabolisme de l'alanine en
combinaison avec la voie de l'acide citrique. L'im@oce du meétabolisme de l'alanine
apparait tres claire vue sa capacité a réguleiviean de pyruvate (Rocha et al., 2010a). En
fait, 'alanine se forme a l'aide d’'une enzymealdhine aminotransférase (AlaAT) qui
catalyse le transfert réversible d'un groupe arnairmartir du glutamate et du pyruvate pour
former 2-cétoglutarate ou oxoglutarate et l'alaninéette enzyme joue un role clé dans le
meétabolisme des plantes en reliant le métabolisnmeape du carbone avec la synthese
d’acides aminés ; AlaAT a une distribution treg&adans la plante : son activité a été trouvé
dans les feuilles, les racines et les organesulochezArabidopsis thaliana (Igarashi et al.,
2003), dans les fruits (Rech et Crouzet 1974) esdas tissus internes d'endosperme des
graines en développement@eyza sativa (Kikuchi et al., 1999).

Medicago truncatula contient quatre genes codant pour I'AlaAT (Ricoett al., 2006) :
AlaAT cytosolique (c-AlaAT ou AlaAT1) et mitochondie (m-AlaAT ou AlaAT2), et
l'alanine-glyoxylate (AGT1 et 2), avec une activifigoxylate aminotransférase (Igarashi et
al., 2003 ; Liepman et Olsen, 2003), catalysewrspectivement, des réactions réversibles
d'alanine / oxoglutarate <==> glutamate / pyruwtee l'alanine / glyoxylate <==> glycine /
pyruvate, ont été exprimés dans les racines, lgsstiet les feuilles; I'analyse du
fractionnement subcellulaire a montré que la Na€&iGGAT est principalement située dans
les peroxysomes. Sous stress hypoxique, m-AlaAdlys# la synthese d'alanine alors que la
synthese de glutamate a partir d'alanine aminoirdsbée. La régulation de m-AlaAT
s'effectue a la fois au niveau transcriptionnel pest-traductionnel pour augmenter son
expression et orienter son activité, du produitsderanscription vers la synthése d'alanine
sous hypoxie. Ainsi, l'activité fermentative dddi@ane aminotransférase (AlaAT) aboutit a
bien régler le pH cytoplasmique sous hypoxie (Riceual., 2005 ; Menegus et al., 1989) ; la
synthése d’alanine induit au moins deux avantagesg e tolérance de I'hypoxie: la
conservation des squelettes carbonés qui seratgr#ommées par la glycolyse (Good et
Muench, 1992, 1993), et la diminution de la dispdité du pyruvate pour la synthese du
lactate qui permet d'éviter I'effet acide du lagtat la diminution du tau d’acétaldéhyde.
L'induction hypoxique de 'AlaAT1 a été démontré&épédemment (Klok et al., 2002 ; Walch-
Liu et al., 2005 ; Loreti et al., 2005) : le stréggoxique induit rapidement la surexpression
(régulation positive) d’AlaAT1 deés l'apparition dtress. D’autre stress, peuvent aussi régler

'expression d’AlaAT, comme la lumiere et le strezsté (Muench et al., 1998).
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Dans des conditions hypoxiques, l'alanine est eapa&ht accumulé et devient I'un des plus
abondants acides aminés dans les racines desl@ae et al., 1997 ; Good et Muench,
1993 ; Reggiani et al., 1989 ; Streeter et Thomps@v?2). Cependant, le mécanisme
d'accumulation d'alanine par réponse a I'hypoxanedre induite par I'inondation, n’est pas
éte bien élucidé. Il parait que I'AlaAT est l'enzgynhypoxique clé, responsable de la
production d'alanine par réponse a ce stress (@bGdosby, 1989 ; Muench et Good, 1994).
Chez les plantes d’Arabidopsis AlaAT1 mutantesafdlal), une réduction trés importante de
l'activité AlaAT était détectée, ce qui suggereAdaA Tl est I'isoenzyme AlaAT majeur chez
Arabidopsis qui semble étre crucial pour la coneersrapide de l'alanine en pyruvate
(Miyashita et al., 2007).

Sous stress hypoxique, l'inactivation de la phospation oxydative et 'accumulation du
pyruvate aboutit a une production plus faible d’A{Bato et al., 2002) ; pour compenser les
produits fermentatifs, comme l|'acétaldéhyde, |iédhaet le lactate, accumulés, permettant la
régénération du NAD(nicotinamide adénine dinucléotide), les enzymededmentation, a
savoir, le pyruvate décarboxylase (PDC) de l'aladédhydrogénase (ADH) et le lactate
déshydrogénase (LDH)] sont induites ainsi pour argsr la glycolyse. Pour tolérer ce stress
hypoxique, la régénération du NADest trés importante car, sans le NAR glycolyse
s’arréte (Ismond et al., 2003 ; Kirsteiner etz003).

Pour aller plus loin dans l'implication de I'alasindans la réponse de la plante a I'hypoxie
racinaire induite par l'inondation, la modulation duwetabolisme de l'azote primaire, est
étudiée chez les jeunes plantes de Medicago tuiacgili sont caractérisés par la régulation
positive de [l'alanine aminotransférase mitochondrigmAlaAT) et du glutamate
déshydrogénase 1 (GDH1) :

Le marquage a I'azote 15 de I'amonium (Nlld montré, pour la premiere fois, que la réaction
d'adaptation de la plante a I'nypoxie consisterenmodification des flux d'azote par les voies
de synthése d’alanines et du glutamate. Sous hgpaxinaire, l¢°N-alanine, nouvellement
synthétisé, a augmenté et s’est accumulé commeineigal acide aminé, tandis que la
synthése d'asparagine est inhibée éiNeglutamate est synthétisé & un taux similaireldi ce
du témoin. D’autre part, les voies de la fermeatatsont catalysées par la pyruvate
décarboxylase (PDC) et de l'alcool déshydrogénaBeél), pour la production d'éthanol, et le
lactate déshydrogénase (LDH) pour la productiotadate (Sato et al., 2002). Des taux plus
élevés de la glycolyse et de la fermentation déhdiol sont détectés pour induire
I'épuisement rapide des réserves de sucre et darmrL'expression de GDH1 a été stimulée

par I'hypoxie induite par I'inondation, tandis gienzyme pourrait étre impliqué au cours du
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stress post-hypoxique contribuant a la régénérat®2-oxoglutarate par la voie du GDH
(Limami et al., 2008).

5. Contexte scientifique et objectif de la thése

Les effets négatifs de la submersion ou hypoxima@e sur la croissance des plantes sont
principalement causés par linhibition des échangezeux entre la plante et son
environnement (Armstrong et al., 1979).
Les travaux dans le laboratoire de Physiologie kldkire des Semences (PMS) se focalisent
sur I'étude du métabolisme azoté chez le motiddicago truncatula. Une des thématiques
de I'équipe est la recherche des réponses de méeplais-a-vis des stress abiotiques ; parmi
ces stress, le stress hypoxique ou I'hypoxie ra@naduite par inondation (Bailey-Serres et
Voesenek, 2008 ; Geigenberger et al., 2000).
Cette these est organisée en deux grandes partiesrne partie d’étude phénotypique et
une autre partie d’étude métabolomique :
L’objectif de la premiere partie est le suivant : «Evaluation (détermination) de I'effet de
I’hypoxie racinaire sur la croissance des parties &iennes et racinaires cheMedicago
Truncatula : Masse aérienne et masse racinaire (Masse fraiche Mtasse séche) » sous
'hypothése suivante : «Sous hypoxie racinaire, oa une diminution de la biomasse
(croissance) des plantes ».
Dans ce but, plusieurs méthodes de germinatiorgténinises en place et avait été congues ;
des plantes, soumises sous stress hypoxique, soigacées a des plantes témoins et nous
sommes focalisés sur I'étude des effets de I'hygpostr la croissance des plantes jeunes
(dgées de 3 semaines).
L'objectif de la deuxieme partie de la thése est denontrer comment la plante va
répondre a I'’hypoxie racinaire induite par I'inondation en modifiant son métabolisme
(Ricard et al., 1994 ; Streeter et Thompson, 1972).
Nous avons procédé a une analyse métabolomiquepaties aériennes et racinaires des
plantes sous stress hypoxique comparées toujoulss gplantes contréles, dans le but de

comprendre I'effet de I’hypoxie racinaire sur letat#lisme azoté et carboné des plantes.
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Chapitre 1l :

Matériels et méthodes
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1. Matériel biologique

1.1 Medicago truncatula

En raison de ces caractéristigues génétiques etadgrande biodiversité naturelle,
Medicago truncatula a été choisie comme modele pour I'étude des Légwses au sein de
la famille des Papillionacés (Jonak et al., 19960l 1999). La lignée A17 (figure 11.1),
utilisée dans le monde de la recherche, est iligecours de ce travail ; dans nos travaux,
Medicago truncatula (A17) a été utilisée en différents stades de sweldppement.

1.2Germination et culture des plantes

Les gousses du genkdedicago truncatula, caractéristiques propres des Légumineuses,
renferment en moyenne 7 a 8 graines dont la dorendod étre levée avant la mise en
germination. Dans un premier temps, les graine$ scerifiees par traitement chimique a
I'acide sulfurique concentré @8Qs) pendant 5 a 6 minutes puis ensuite elles sonéems
fois a I'eau distillée stérile. Une stérilisationpplémentaire des graines, selon leur état
sanitaire, peut étre réalisée en les incubant eans de Javel (a 2,5%), suivie de 4 nouveaux
lavages dans l'eau stérile. Au dernier lavage,giesnes sont gardées dans I'eau pendant
lheure pour l'imbibition et pour accélérer la rétagdtion des graines. Pour toutes les
manipulations, les graines imbibées sont transéédéms des boites de Pétri en verre de 90
mm de diamétre sur un papier filtre Whatmarét. (3236 Whatman)mbibé avec 3.5 ml de
solution nutritive (voire composition en tableaul)l Cinquante graines environ ont été
disposées par boite. Les boites sont ensuite glat@e un incubateur a 22°C a I'obscurité
pendant 2 jours jusqu’a I'’émergence de la radicule.
Les plantules sont ensuite cultivées dans des(@bt8.5 cm et 10 cm de haut¢uremplis par
de la vermiculite et ensuite bien arrosés par latism nutritive et cela jusqu’a ce que la
solution sort du fond de chaque pot (c’est-a-dire lguvermiculite doit étre tres bien imbibée
par la solution nutritive), dans une chambre dducel La température est de 22°C, la
photopériode est de 16h lumiére /8h obscuritégtgfométrie est de 60-80%. Les plantes

sont ensuite arrosées trois fois par semaine €igi).
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Figure I.1: Croisements établis avec les lignéedvtldruncatula dans les laboratoires a Tunis (ME. Aouani),
Toulouse (T. Huguet), Montpellier (JM. ProsperiRetnnnes (ML. Pilet-Nayel).

Figure 1.2 : Plantes, déMedicago truncatula, témoins plantées dans des pots de vermiculitereségs par la
solution nutritive, agées de 3 semaines.
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1.3Application du stress hypoxique

La composition de la solution nutritive utiliséet émsée sur les recommandations de
Murashige et Skoog, 1962, pour la germination dastes dans des conditions normales, et
d'autres conditions de culture des systemes hydigpes. Les plantes ont été répartis au
hasard dans des chambres de culture a la tempéde®2 + 0,2 ° C et une humidité relative
de 70% + 2%. Le cycle circadien est composé deelBds de lumiére et 8 de nuit. Au bout
de trois semaines de développement, les plantepkmdées dans un plateau et sont mises en
stress hypoxique (figure I1.3) par immersion der Ipartie racinaire (toute la partie racinaire
jusqu'a I'hnypocotyle) ; cette immersion est faitel’aide d'une solution nutritive a 2%
d’'oxygene (on a fait buller d’hélium pendant 5 amihutes) ; ces plantes représentent le
groupe du stress hypoxique racinaire. Les plandesoins sont arrosées par la solution
nutritive, a une fois tous les deux jours et sont méme conditions de température,
d’humidité, d’hygrométrie et de photopériode gueptantes sous stress hypoxique racinaire.
La concentration d'oxygene dans la solution nugigt dans d'autres endroits biologiques a
été mesurée (voire partie 1.5) a l'aide senseuxydéne électrochimique (GMH 3630,

Greisinger, Regenstauf, Allemagne).

Solution nutritive

Figure 1.3 : plantes agées de 3 semaines, en stress hypoxidaas@ution nutritive.
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1.4Préparation de la solution nutritive

Les plantes ont été irriguées par une solutionitiugty milieu MS (Murashige et Skoog,
1962) ; cette solution (préparée dans I'eau) conhtieus les éléments minéraux nécessaires
pour le bon développement et la croissance desgslan

Elle est composée des éléments minéraux figurantslddableau I1.1.

| | scdution nastritve
Composltion du Milleu MS de Murashige ot Skoog 1962

[MACROELEMENTS X10

CoAMTI[F0E AN ke Polds Moleculal M olarie Concentration | Concentna
10 foks
gmod MM ghltre 10 % ¢ 1 litre
K] 107,17 12 [1,213g 12, 13g
CaCL? ZH20 147 3 0.42]4.49
MGS 04 TH20 248,5 1,5 0.37]3.7g
KH2POE 136, 1 1,25 017]1.7g
(=] T4.55 10 0.75]7.50

MICROELEMENTS X1000

composants _ |Pokts MokecutalMolarite Concentration ] concentrs
1000 Toks
girmneod pM mgllire 100MD x {200
M S 04H20 163 1040 16,83 38g
ZnS04 FTH20 2E7.5 a0 g.8]1.72g
CuS04 SH20 24357 0,1 00250, 0050
HaZ Mos ZH20 241,39 1 0.25]0.05g
H3Bo3 &1.8 100 6.2{1.249
Kl (prodult toxid 166 5 0.83]0.1660
CoCL2 Ehai 2379 0.1 0,025] 0, 00 S
FER-EDTA
composants _ |Pokts MoleculalMolarits Concentration ] Concantra
100 x
Qimecd Mm mg/litre 100x250ml
Fas04 TH20 278 0.1 27.8]0.695)
MaZ EDTA 2H20 372.5 0.1 37.3]0.532g

PH ajusis a 5.8

FPowur 2 litres de solutions a préparées
|

200 ml de macrodléments

20 ml fer |

2 mil de microelEements

Tableau II.1 : Composition de la solution nutritive utilisée pauroser les plantes et pour appliquée le stress
hypoxique (Milieu MS de Murashige et Skoog 1962).
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1.5Mesure de la concentration d’oxygéne dans les difiénts endroits biologiques

Pour étudier les mécanismes de la réponse desegldei Medicago truncatula » au
stress hypoxique racinaire, les plantes ont étévéek sous conditions de normoxie et sous
stress hypoxique racinaire.
Les mesures de la teneur en pourcentage d'oxygemelds pots contenants les plantes en
hypoxie ont montré que ces plantes sont bien dass abnditions d’hypoxie avec un
pourcentage de 1,5 a 2% d'oxygéne entre les radigase 11.4, 5), cela signifie dans des pots
contenants ces plantes et cette concentrationspeisendant toute la durée d'application du
stress hypoxique racinaire.
Dans la solution hypoxique, en d’autre terme, ¥tdeeur des pots contenant les plantes, le
pourcentage d'oxygéene augmente a 15% (proche ledmel'air). Cependant, la mesure du
pourcentage d’oxygéne dans des pots contenantdets gemoins (figure 11.4), a montré des

valeurs tres proches de celles l'air : 20 a 21%ydéne.

=) 3

A rir A 2 Rerieriy P e S e e M B e e Py rim A h
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megsurement ime / min

Figure 11.4 : Mesure de la concentration d’oxygéne entre les Figure I1.5 : Mesure de la concentration d’'oxygéne, en allant de
racines des plantes témoins gauche a droite: dans I'air, chez les plantes @oXig, dans la
solution hypoxique et chez les plantes témoins
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1.6Mesure de la quantité d’oxygéne consommée et émisar des fragments foliaires
des plantes
Des fragments foliaires, de chacun des deux grodeeplantes, sont placés dans 1 ml de
tampon (4 mM phosphate et 10 mM sucrose) et le éstiensuite transféré dans le tube de
I'électrode (figure 11.6). Les quantités d'oxygemensommeée et émise, sont mesurées a
l'obscurité et a la lumiére respectivement. A chaguesure, trois répétitions ont été
effectuées.

HIGHLIGHT 2000

OLYMPUS
EUROPE

Py e

o @ & E

Figure 1.6 : Mesure de la quantité d’oxygéne consommée et guaiskes fragments foliaires.

1.7 Stockage des échantillons

Dans chaque pot, quatre plantes sont cultivéesr, gmaque prélevement, deux pots sont
réservés et les échantillons, prélevées des pa#digsnne et racinaire en matiere fraiche, sont
mis tout de suite dans I'azote liquide puis soatletes a — 80°C pour les conserver jusqu' a
leur utilisation. Une autre partie des échantilless conservé a température ambiante, apres

leur lyophilisation.

Car- L




2. Aspect physiologique

L’étude de I'aspect physiologique des plantes desiglifférentes conditions est basée sur
la comparaison de la physiologie des plantes dd’dies mesures de la masse fraiche et de la
masse seéche des parties aériennes et racinaiees pst suivi des comparaisons par des

photos des plantes dans les différents stadesvadogg@ement.

2.1Prélévements des parties aériennes et racinaires

Dans chaque prélevement, les échantillons (degepaériennes et racinaires) destinées a
mesurer les masses aeériennes et racinaires deeglaunt déposé dans des papiers
d’aluminium puis les poids frais sont notés, emslas échantillons sont mis dans I'étuve a
95°C pendant 48 heures. Une fois que les échargtilkamt secs, les poids sont pris de

nouveau.

2.2Mesure des masses seches et fraiches
Pour mesurer la masse fraiche des échantillonsnélange de toutes les plantes (deux
pots sont réservés pour chaque temps avec quatreplpar pots) est effectué puis la masse

totale de ces plantes est notée directement gardesur la balance électronique.

2.3Comparaison des images
En parallele des préléevements des échantillongdimlies, des photos pour chaque stade
de développement des plantes sont pris a I'aide a@ppareil photo, en comparant toujours les

différentes conditions considérées dans nos exprse

3. Analyse des acides ribonucléiques

3.1Extraction des ARN totaux au « Trizol »

Pour l'isolement d'ARN total, les échantillons celég (parties aériennes et racinaires) a
-80°C, ont été broyés dans l'azote liquide aveenamtier et un pilon. La poudre homogéene
est ensuite traitée par le « TRI Reagent » (Ambaunstin, TX, USA) selon le protocole

recommandé par le fabriquant.

3.2Dosage des ARN
La concentration d"ARN a été déterminée avec letsgehotométre (NanoDrop, Thermo
Scientific), en mesurant I'absorbance a 260 nm malculer le volume de 2ug d’ARN. A

cette longueur d’onde, une unité d’absorbance spomd a une concentration de g@'ml
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d’ARN. Il est également possible de déterminer uaepe des échantillons en mesurant le

rapport d’absorbance 260 nm / 280 nm, qui doit &ipErieur a 2 pour 'ARN.

3.3Reverse Transcription (RT)

L’obtention d’ADNc s’effectue a partir des ARN totagrace a une transcriptase inverse
(RT) ; 2 ug d'ARN total sont mélangés avec 200 (IR@eMMLV (Promega, Madison, WI,
USA), 0,7 ul du «random primer » (Invitrogen, cot¥ pug/ml, Breda, Pays-Bas) et en
présence de 40 U d'inhibiteur des ribonucléasesmbimants « RNasin » (Promega). Le

meélange réactionnel est ensuite incubé pendarit 3/h°C dans un volume total de 50 pl.

3.4qRT-PCR

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) drmapline séquence d’ADN cible a
'aide d’'un couple d’amorces, correspondant a uégusnce d'oligonucléotides et d'une
enzyme la Taq ADN polymérase. Cette amplificatian d€roule en trois phases : la
dénaturation (les brins d’ADN se séparent), I'hgthtion (le couple d’amorces s’accroche a
I’ADN cible) et I'élongation (synthése du brin coldmentaire d’ADN). La gt-RT-PCR est
réalisée sur l'appareil ABI PRISM 7000 (SDS) Seaeerdetection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). L'appareil estrposé d’'un thermocycleur couplé a un
microspectrofluorimétre et d’'un ordinateur qui petnfacquisition des données. Chaque
réaction est réalisée avec 5ul d'une dilution a(/2v) de I'ADNc en utilisant un SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), selos lecommandations du fournisseur
avec 200 nM de chaque amorce dans une réactide t#a25 pl. Le SYBR Green est un
fluorophore capable de se lier a ’ADN double btirest fluorescent lorsqu'il est lié a ’ADN
alors gu'il ne fluoresce pas sous forme libre. 8éguences de génes ont été obtenues a partir
de la carte génétique ddedicago.Truncatula (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi; voir aussi
Limami et al., 2008.). La réaction PCR est incupéedant 2 min a 50°C et 10 min & 95°C
suivie de 40 cycles de 15 s a 95°C et 1 min a 60 L& spécificité de la procédure
d'amplification par PCR a été vérifiee avec un grote de spectre de dissociation (65°C a
95°C) apres le dernier cycle du PCR. Chaque incubast réalisée avec trois répétitions
biologiques en utilisant une réaction PCR en dugigour déterminer les valeurs de Ct
(Cycle threshold), correspondant au nombre de syoézessaires pour atteindre une valeur
seuil de fluorescence ; le Ct est inversement ptipmel a la quantité d’ADNc matrice. La
détection des produits d’amplification est réalipae mesure de fluorescence grace au SYBR

Green. Les résultats obtenus correspondent adeeluence mesurée au cours des cycles de
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PCR. La quantité d'/ARNm est calculée en nombre aeec(41,15-Ct)/3,41). Les résultats
présentés pour chaque échantillon représententoleme de trois répétitions biologiques
réalisées, comprenant chacune deux réactions dePgRI indépendantes (répétitions

techniques).

4. Etude des métabolites

4.1Métabolome

La chromatographie en phase gazeuse (time-of-fligggs spectrometry, GC / TOFMS) a
ete effectuée sur une spectrométrie de masse « LE€gasus Il » (LECO, Garges-lés
Gonesse, France) avec un systeme « Agilent 6890 &Qun échantillonneur automatique
liquide « Agilent 7683 » (Agilent Technologies, MgsFrance). La colonne a été un « RTX-
5 w/integra-Guard » (30m = 0.25mm i.d.p10m, colomee garde intégrée; Restek, Evry,
France).
Les échantillons, de racines et des parties aégse(®0 mg de poudre de matiére lyophilisée),
ont été broyés dans un mortier dans l'azote liqude dans 2 ml de méthanol a 80%, dans
lequel le ribitol (100 mmol) a été ajouté commedddtanterne.
Les extraits ont été transféerés des tubes Eppedda2fml et centrifugé a 10 000 g et 48 ° C
pendant 15 min. Les surnageants ont été transtfads des tubes frais et centrifugés a
nouveau. Plusieurs aliquotes de chaque extraitn(0,D,2 ml et 0,4 ml) étaient mis a sécher,
sous vide et stockés a - 80 ° C jusqu'a lI'analyse.

- Dérivatisation des échantillons et analyse

La méthoxyamine a été dissous dans la pyridinenag2@l et 50 ml de ce mélange a été
utilisé pour dissoudre I'échantillon sec (0,2 nalidjuote). Aprés une agitation vigoureuse, les
échantillons ont été incubés pendant 90 min a 80@&Jec agitation. Puis 80 ml de N-
meéthyle-N-(triméthylsilyl) trifluoroacétamide (MSHy a été ajouté et le mélange a été agité
au vortex et incuber pendant 30 min a 37,8°C agéaten.
Le mélange de dérivatisation a ensuite été incnelgnt 2 h a température ambiante. Les
analyses ont été effectuées en injectant 1 ml dempérature de l'injecteur de 230,8°C. La
séparation chromatographique a été effectuée avébéium comme gaz porteur a un débit
de 1mL/min a un débit constant et en utilisant nmrge de température allant de 80 a
330,8°C entre 2 et 18 minutes, suivi par 6 min 8°88. Le temps total d'exécution par
injection était de 30min.
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4.2Extraction d'acides aminés et dosage par chromatogphie liquide haute pression
(HPLC)

- Extraction d'acides aminés :

Les acides aminés totaux sont extraits des éclumsti(parties aériennes et racinaires)
dans 1ml d'éthanol 96% (v / v), puis une agitapemdant 1 h a 4°C. Aprés centrifugation
(9800g, 4°C, 15min), la fraction d'éthanol est ré&rép et le méme processus est ensuite
répété avec de l'eau déminéralisée. Puis les drectil'éthanol et de I'eau sont combinées.
Apres évaporation de I'extrait sous vide, les résohganiques ont été dissous dans de I'eau
déminéralisée et le méme volume de chloroforme ty agsuté. Apres centrifugation
(12000g, 4°C, 15min), la phase aqueuse, contereanadides aminés, est récupérée et est
ensuite mise a sécher sous vide. Les acides ansiods ensuite redissous dans l'eau
déminéralisée.

- Dosage par chromatographie liquide haute pressiorHPLC)

La chromatographie est une méthode de séparat®matestituants d'un mélange méme
tres complexe. Le mélange a séparer est injecté ldaoslonne (phase stationnaire), dilué
dans la phase mobile et entrainé a travers la melddans des conditions de chromatographie
donnée, le "temps de rétention” (temps au bout elugni composé est élué de la colonne),
caractérise qualitativement une substance. Un wétecplacé a la sortie de la colonne,
permet d’identifier le temps de rétention de chagomposé, mais aussi leur concentration.
La détection se présente sous forme d’'un chromatoge; I'abscisse indique le temps de
rétention donc la nature du soluté alors que l'aogd, l'aire et la ligne de base des pics
permettent de mesurer la concentration de chaqugésdans le mélange injecté. L'HPLC
(fig. 11.7) est une chromatographie ou les deuxspelalmobile et stationnaire) sont liquides.
Le principe est basé sur I'affinité des composé@mnayser pour I'une ou l'autre des phases
(éluants).

Les échantillons sont filtrés par une seringueydamavec filtre (0,45 Im), puis sont analysés
par HPLC (Waters Corporation, Massachusetts, Etats). Les acides aminés ont été
déterminés par la méthode « Waters AccQTag » dlisaute réactif « AccQFluor « pour
dériver les acides aminés. Le 6-aminoquinolyl-N+oyg-succinimidyl carbamate (AQC), un
composé tres reactif, forme des dérivés stablex d@s acides aminés primaires et
secondaires, y compris la proline. Les dérivés séparés par phase inverse (colonne C18)
HPLC et quantifiés par la détection de la fluoresee Chaque échantillon a été analysé pour

plus d’'une heure. Les concentrations, de tousdekes aminés déterminés par HPLC, ont été
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additionnées pour déterminer la quantité totale a@edes aminés. Les mesures ont été

répétées deux fois pour chaque répétition biolagiqu

[ somie ]

Figure 1.7 : Schéma d’'une chromatographie liquide haute perfocmal 'échantillon est introduit au niveau de
l'injecteur (manuellement ou automatiquement pappareil), puis les composés sont séparés loreus |
passages dans la colonne.

4.3Dosage des chlorophylles
Les chlorophylles sont extraites a partir des masiéraiches dans du dimethylformamide. Le
meélange est laissé a incuber au minimum 1 heureCa d°l'abri de la lumiére, et sous
agitation réguliére. Apres 10 min de centrifugatéoot5000g, 4°C, le surnageant est prélevé.
L’absorbance est mesurée a 664 nm, contre du difetimamide. La teneur en chlorophylle

totale est calculée d’'aprés la formule : (1000 x)IB6 = Gnioro (€N Mg/mL).

4.4Dosage du nitrate

La teneur en nitrate est dosée selon la méthodgatiddo (1975) dont le principe repose
sur la formation d’'un complexe absorbant a 410 emnilieu alcalin, et di a la nitratation de
I'acide salycilique a PH acide. Pour cela, 10uLxttat hydroalcoolique sont mélangés a 40
puL d’acide sulfosalycilique a 5%. Aprés 20 min dlibbation a température ambiante, 950 pL

de soude 2 N sont ajoutés.
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Pour les témoins, l'acide sulfosalycilique est réang par I'acide sulfurique. Apres retour a
température ambiante, la différence d’absorptiotneehessai et le témoin est comparée a
I'absorbance d’'une gamme étalon.

5. Etude des sucres solubles

5.1Extraction des sucres solubles

Les échantillons (parties aérienne et racinaira} smphilisés puis broyés a l'aide d’'un
broyeur a billes ou dans un mortier + pilon. 15 an&p(poids sec) sont ensuite pesés avec la
balance de précision (4 chiffres apres la virgum)is 1ml de MeOH 80% et 40ul de
mélizitose (standard interne) 4g/L y sont ajoutépres vortexage (les échantillons sont
toujours conservés dans la glace), le mélangeneabé 15 minutes a 76°C dans un bain
marie.
Le méthanol est évaporé sous vide dans un Speedliz&1010 (Savant Instruments,
Hyderabad, Inde). Les culots sont repris dans lmehu milliQ, vortexés et ensuite
centrifuger 5 min a 14.000 rpm a 4°C. Les surnaigeasont prélevés et conservés a -20°C

jusqu’a analyse.

5.2Dosages des sucres par chromatographie liquide haupression (HPLC)

Apres une dilution appropriée dans un volume fad&alR00ul, les sucres ont été analysés
par chromatographie de haute performance en phgaagld (HPLC) sur une colonne
Carbopac PA-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale, C/AA) décrite par Rosnoblet et al.,
(2007).

Rq. : 200ul est le volume nécessaire pour uneresiur DIONEX

6. Etude de I'activité enzymatique de la « nitrate rédctase »

La nitrate réductase réduit le nitrate en nitriteé développe une coloration rose par la
réaction avec le N naphtyl-1-éthylene diamine dhfdrate (NMED) en milieu acide. La
matiere fraiche est broyée dans l'azote liquides pes protéines sont extraites. Un tampon
MOSP-KOH 50 mM et PH 7,6 (Tableau I1.2) est utiljggur solubiliser la poudre obtenue.
L’activité NR est alors dosée en présence d’'EDT&iy@é maximale potentielle in vitro) et
en présence de Mg(représente I'état de phosphorylation apparentiétat d’activation de
'enzyme). Pour chaque échantillon, 50 pL d’extsaint incubés a 30°C en présence de 90uL
de milieu réactionnel MOPS-KOH 50 mM PH 7,6 (EDT®AMgCI,; tableau 11.3). Apres 20
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min, la réaction est arrétée en ajoutant 90 pLulfarglamide (a 10 g/L dans du HCI 3 N).
Une coloration s’est développée par I'addition Gal9de NNED (a 0,2 g/L dans I'eau).
Un blanc pour chaque échantillon est effectué panélange, dans 'ordre des constituants

suivants : milieu réactionnel EDTA + sulfanilamid@xtrait enzymatique + NNED.

Tableau I1.2 : Composition du tampon d’extraction de protéinesrpimsage de I'activité NR

Concentrations finales dans la solution

NaF 5mM

NasMoO, 1uM

FAD 10pM
Leupeptine 1uM
2-mercaptoéthanol 2mM

EDTA de Na 5mM

PVP 30mg/échantillon

Tableau I1.3 : Composition des milieux de réaction pour dosagkadtvité NR

Concentrations finales dans la solution

NaF 5SmM

KNO3 10mM

NADH 150uM

MgCl,, 6HO 10mM (uniguement pour R-Mg2+)
EDTA 5mM (uniquement pour NR-EDTA)

7. Dosage de I'azote total et analyse isotopiqdeN/*N

7.1Dosage de I'azote total

Le dosage de l'azote total est effectué sur learddlons prélevés durant les 5 semaines
du traitement au stress hypoxique racinaire, sysaldie a€rienne et racinaire des plantes
témoins et sous stress hypoxique racinaire ; énXpres avoir séparer les parties aériennes et
les racines ainsi que rassembler et homogénéiséclantillons de chaque temps et pour
chaque condition (trois répétitions biologiques pohaque temps), les échantillons sont
ensuite séchés a I'étuve a 60°C pendant 48 heuregguuits en poudre fine grace a un
broyeur a bille. La teneur en azote total est déitege par spectrométrie de masse (méthode

expliquée ci-dessous).
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7.2Marquage N et analyse isotopiqué®N/*N

Les plantes sont mises a germer (comme dans ttegeautres expériences) durant 3
semaines, puis elles sont divisées en deux groupegroupe témoin et un autre qui subit le
stress hypoxigue racinaire ; ensuite, les racies,deux groupes, sont rincées deux fois avec
une solution de Cagl(l mM) a 20°C puis, les plantes témoins sont agssavec une
solution nutritive contenant 12 mM de nitrate marqi*°NOs, excés isotopique = 99 %)
alors que les plantes du groupe en hypoxie raeinaiont remises, tout de suite apres le
rincage au CaGlen hypoxie racinaire avec une solution nutritide,la méme composition
gue celle utilisée au départ, mais qui contientnd2 de nitrate marqué.
Apres 24 heures d’exposition a la solution nutritbemtenant 12 mM de nitrate marqué, les
racines sont de nouveau rincées deux fois en tegyphnt successivement dans deux bacs de
CaCh (1 mM) maintenus a 4°C afin de bloquer le métaipod racinaire. Les parties
aeriennes et les racines sont ensuite separée€gsp@dF), séchées a I'étuve a 60°C pendant
48 heures, pesées a nouveau (MS) puis réduitesushiepfine grace a un broyeur a bille.
Le systeme utilisé pour les analyses isotopiquespoemd un spectromeétre de masse
("twenty-twenty", Europa Scientific) permettant desurer le rapportN/**N, couplé & un
appareil assurant la production de N2 a partirhdigtllons solides ou liquides (Roboprep
CN).
Les échantillons, sous forme de poudre seche ineésnént broyée, sont pesés dans des
nacelles en aluminium de 4 mm de diamétre et den6da hauteur de facon a injecter 80 a
100 ug d'azote dans le spectrométre de masse. La massisepde I'échantillon est alors
notée a + lug. Les échantillons ainsi conditionnés sont dispatns un injecteur en téte de
la colonne de combustion (injecteur Robopreb CNgurLinjection dans la colonne
d'oxydation est réalisée dans un flux d'hélium égete surpression, afin d'éviter toute
contamination par le gaz carbonique et l'azote oubdére de l'air. La combustion des
échantillons a lieu en téte de colonne d'oxydati@mOs; et oxyde de cuivre a une température
de 1000°C). Une élévation de température (16008€)rée par un apport d'oxygene conduit
a une combustion totale des échantillons. A laiesai@ la colonne d'oxydation, I'échantillon
se trouve alors sous forme de, KO, H,O et d'oxydes d'azote. La réduction de ces derniers
en N est alors assurée par un passage sur une colommugvde métallique a 600°C (colonne
de réduction). Le piégeage de l'eau et du, €S réalisé par passages successifs sur deux
colonnes contenant respectivement du perchloratenagnésium et du “"carbosorb"(PDZ
Europa). L'azote gazeux est injecté dans le spaetre de masse ou il est d'abord ionisé. Les

ions moléculaires positifs alors formés sont acésélédans une chambre électrique, puis
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déviés dans un champ magnétique. Leur angle datd#viest directement affecté par le
rapport de leur masse (m) a leur charge (z). Tole®snolécules de Nionisées étant de
méme charge, leur angle de déviation est directeraffacté par leur masse. Ainsi, la
déviation de l'azote moléculaire de masse 28 sk importante que celle de l'azote de
masse 29, elle-méme plus importante que celleadeté de masse 30. Les ions sont ensuite
collectés sur trois détecteurs. Les signaux quésaltent sont ensuite amplifiés puis transmis
a un systeme informatigue. La quantification deofa est réalisée en faisant la somme des
signaux obtenus & partir des masses'a®'(N), 29 ¢°N/**N) et 30 {°N/**N). L'abondance
isotopique ert®N est alors calculée par l'intermédiaire du rappeg signaux 29/28 pour de

faibles excés isotopiques et 30/29 pour des escésgiques élevés.

8. Systeme de « Split-root » :

Le principe de ce systéme consiste a : aprés &eloppement durant trois semaines en
normoxie en les arrosant par de la solution nu&rifl2mM NQ), les plantes sont divisées en
plusieurs groupes :

- Un groupe qui subira le transfert dans des nouveaix (juste pour avoir le méme

stress que les autres groupes).

- Un groupe qui sera aussi transféré et ensuite miig/goxie racinaire.

- Un groupe des plantes qui sera transféré dans aleseaux pots ou les racines de
chaque plante seront divisées en deux parties (damseme pot), une partie qui
restera toujours en normoxie et I'autre partie asnes (qui représente ~ 10% des
racines de la plante) sera mise en hypoxie danstulb@ contenant de la solution
nutritive et installé dans le pot contenant I'ayiegtie des racines qui est en normoxie
(figure 11.8).
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Figure 1.8 : Principe de « Split root » : les racines de la m§tante sont divisées en deux parties, une partie
qui est en hypoxie et une autre partie qui rest@tos en normoxie.
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Chapitre Il :
Effets de I'hypoxie racinaire sur la croissance let
metabolisme azoté chez les plantes de « Medicago

truncatula », a court et long terme
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l1I-1 Introduction
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Les plantes sont soumises a un grand nombre deufacenvironnementaux et
biologiques ; ces conditions, parfois négativesivpat affecter le développement des plantes
(Voesenek et al., 2006); parmi ces facteurs, onles inondations, qui varient
considérablement dans le calendrier saisonniergalurée, la profondeur et la fréquence
(Voesenek et al., 1990). En fait, les inondatiorfBiencent la présence et la répartition des
especes végétales et provoquent souvent la privatiasitoire d'oxygene dans la rhizosphére
et ses limites, ce qui affecte la performance destg@s. Les racines nécessitent I'apport
d'oxygene suffisant pour atteindre leur fonctiomptete, ce qui pourrait se transformer a un
stress hypoxique racinaire limitant la disponibilitoxygéne pour les plantes (Setsuko et al.,
2004) ; une fois que le sol est inondé et touspla®es aériens sont remplis, les échanges
gazeux entre le sol et I'atmosphere, sont extrémelnatées (Ponnamperuma, 1989).

Un nombre limité d'études ont étudié le phénomenmtation et le stress hypoxique
racinaire (Pedreschi et al., 2009 ; Kawano et 2008 ; Qi et al.,, 2004) malgré l'impact
potentiellement négatif sur la production agricetdes rendements. La réponse cellulaire a
une diminution en oxygeéne est détectée par le @raagt du métabolisme anaérobie du
pyruvate chez les especes tolérantes et intoléramitsi que les réponses métaboliques au
stress hypoxique ont été généralement décrits comanBve» ou «passive» en termes de
consommation d'hydrates de carbone (Gibbs et al00)20lorsque ces plantes sont
complétement immergées, la fermentation est stiepuiur respiration aérobie est limitée
(Mommer et al., 2005 ; Drew, 1997) et leur catabok des hydrates de carbone est réduit
(Xu et al., 2000).

Les plantes ont développé plusieurs réponses pibémuar les conséquences du manque
d'oxygene durant le stress hypoxique racinairensémble de ces réponses adaptatives est la
solution pour échapper a ce stress (Bailey et \mdse2008). Parmi ces adaptations,
différents changements anatomiques et morphologigetles que l'augmentation de la
biomasse par allongement des tiges (Voesenek €t98Q), la formation des aérenchymes,
l'allongement des pétioles, le développement deeea adventives, l'altération de la porosité
racinaire et la présence des films de gaz autosirat@nes et des feuilles inondées, celles-ci
devraient aider a fournir de I'oxygéne grace ehlatgsynthese (Mommer et Visser, 2005).

Les études ultérieures ont montré que sous strgpexigue racinaire, les réponses
moléculaires et physiologiques des plantes, orélééses adaptations au stress pour assurer la
survie maximale pour de longues périodes (Kreumvies al., 2008) chez des plantes qui ne
résistent pas a I'hypoxie comme le concombre (Ketrg., 2008), le coton (Christianson et

al., 2010), la tomate (Vidoz et al., 2010), le m@sa mays), Arabidopsis thaliana et la
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pomme de terre (Solanum tuberosum) contre d'aptesges telles que le peuplier (Rood et
al., 2009) et le riz (Lee et al., 2009) qui ontclpacité de vivre en hypoxie pendant de
longues périodes et méme de se développer.

Une autre classe de réponses hypoxiques compreadvaies productrices d'énergie
(Geigenberger, 2003) et les phénoméenes métaboliguiesont considérablement modifiées
(van Dongen et al.,, 2009); dans les tissus hypesiguactivitt métabolique diminue
parallélement a la diminution de la fréquence maspire et la concentration en oxygene est
faible, la fermentation est induite (Geigenbergeralke, 2000). L'hypoxie peut également
conduire a la formation accrue d'especes réacted®xygene, qui causent I'oxydation des
phospholipides et des protéines (Szal et al., 2@@4)mite le transport de l'eau et des
minéraux vers les feuilles et par conséquent la atémhu de l'activité photosynthétique
(Pezeshki et al., 2001) et de son potentiel qua saujours limité comme la disponibilité du
CO, est atténuée aussi (Silvertown et Law, 1987 ; Dr&@87 ; Andrews et al.,, 1994 ;
Mommer et Visser, 2005 ; Mommer et al., 2005) at qate, aboutit souvent a la mort des
racines puis de la plante entiére en quelques si@urguelques jours (en fonction de l'espéce
considérée).

Dans ce chapitre, nous étudidieffet du stress hypoxique racinaire sur le métablisme
azoté de la plante a court puis a long terme. Danttte étude, on s’est focalisé sur I'éude
de la teneur en nitrate et d’amonium puis I'évoluton des différents métabolites et
'expression de genes impliqués dans cette répondasa qu'une étude de marquage a

I'azote (*°N) est ensuite réalisée.
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I1I-2-1 Résultats : expérience, stress hypoxique
racinaire a court terme
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[1I-2-1-1 Dosage du nitrate :

Le dosage du nitrate est effectué sur la partiemée et la partie racinaire de chacun des
deux groupes étudiés des plantes pour les tempargsi: 0, 8, 24, 36, 48 et 72 heures
d’hypoxie racinaire (figure 111.1).

Dans les racines, des difféerences significativesappiaru des 8 heures du stress hypoxique
racinaire entre le groupe des plantes témoins egrteipe des plantes en « hypoxie
racinaire » ou la concentration du nitrate est mainportant et cela jusqu’a 72 heures.

Dans la partie aérienne, la concentration du eitretd & diminuer a partir de 24 heures chez
le groupe des plantes sous stress hypoxique reeimamparé au groupe témoins et la

différence devient significative en 48 et 72 heures

[1I-2-1-2 Dosage d’ammonium :

L’ammonium a été dosé chez ces deux groupes deeplgfigure 111.2) ; dans les
racines, 'ammonium s’accumule a partir de 24 hewdypoxie et continue a augmenter
pour atteindre un maximum apres 72 heures de saless que dans la partie aérienne, il n’'y
a pas de différences entre les deux groupes deeplaonsidérés pendant toute la durée

d’application du stress.

l11-2-1-3 Mesure de « I'activité nitrate réductase» (ANR) :

La mesure de l'activité nitrate réductase (ANR) @niré des effets significatifs dans les
racines, chez le groupe en hypoxie racinaire coénpargroupe témoins ; elle augmente par
réponse a I’hypoxie racinaire pour atteindre un imaxn au bout de 48 heures. Dans la partie
aérienne, la mesure de 'ANR ne présente pas diEsatices significatives entre ces deux

groupes (figure Il1.3).

[lI-2-1-4 Dosage des acides aminés par HPLC :

Parmi les acides aminés essentiels, I'alanine @ABA sont les marqueurs de I'hypoxie
racinaire ; nos résultats, présentés dans la fidjlde montrent que dans les racines, I'alanine
s’accumule apres 24 heures d’hypoxie et continugujasla fin de I'expérience, par contre,
dans la partie aérienne, l'alanine tend a étre plegé chez le groupe en hypoxie racinaire
comparé au groupe témoins.

Concernant le GABA, une augmentation significatigesa concentration a été détectée dans

les racines en fonction du temps sous hypoxie areincomparé a la condition témoins (a
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partir de 24 heures d’hypoxie), ainsi que dansdig aérienne ou cette différence y est
moins importante avec un maximum atteint a 72 redeestress.

D’autres acides aminés ont été indirectement inftée par le stress hypoxique racinaire
comme le glutamate et I'aspartate (figure 111.9¢s différences entre les deux groupes de

plantes étudiés commencent a étre significatiyesrtr de 72 heures de stress.

[1I-2-1-5 Etudes de I'expression des genes :

L’expression des genes marqueurs du stress hypoxigcinaire, I'alanine amino
transférase mitochondriale (MAIaAT) et le GABA tsaminase (GABA-T), a été étudiée
chez les deux groupes, témoins et en hypoxie raejndans les racines et dans la partie
aérienne, en fonction du temps. Les graphes pe&sedans la figure II1.6, montrent
laugmentation de I'expression de ces deux genass des deux parties de la plante, sous
stress hypoxique racinaire comparé aux plantes itémopour le gene mAIlaAT, cette
augmentation significative atteint son maximum af2é heures d’hypoxie racinaire (7 fois
plus d’expression en hypoxie racinaire que cheztdesins) puis elle diminue en restant
significative jusqu’a la fin de I'expérience. Conuant le gene GABA-T, 'augmentation de
son expression est plus marquée dans les racindsig5plus d’expression en hypoxie
racinaire que chez les témoins) que dans la pagtienne, avec un maximum aprés 24 heures

de stress.

[1l-2-1-6 Dosage des sucres :

Le dosage des sucres montre que sous stress hypadgmaire, le glucose et le fructose
s’accumulent dans les parties aérienne et racimi@seplantes (figure 111.7), comparées aux
plantes témoins : 3 a 4 fois plus de glucose e63ais plus de fructose, avec des différences

significatives.

Cette partie de la thése a été publiée sous fororeatticle dans le journal « International
Journal of Life Sciences Biotechnology and Pharresgarch » (voire page suivante).
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Abstract

Flooding and waterlogging due to the induced oxygmitation in the root zone is harmful
for plant development. This study examines shonh tenodulation of nitrogen metabolism in
Medicafo truncatula submitted to waterlogging. The objective was taleate whether and
how nitrogen metabolism contributes to the mitigatof damaging effects of hypoxia. The
processes that were affected early after the afsstress were nitrate reduction and amino
acids synthesis. NADH-dependent nitrate reducteseity increased dramatically in the root.
It is suggested that nitrate reductase contribitesellular acclimation to hypoxia by
regenerating NADfrom NADH. The regeneration of NADs a crucial issue in hypoxic cells
because it is necessary for supporting increasites rof glycolysis. Amino acids metabolism
shifted from the ATP consuming pathway leading $pamagines, the most accumulated
amino acid inMedicago truncatula, to pathways leading to alanine and GABA accunmtat
Synthesis of alanine is not dependent on ATP almvalfor storage of carbon used in
glycolysis (pyruvate) in a form readily utilizabé the return to normoxic condition. GABA
synthesis through the GABA shunt starts by decafation of glutamate by glutamate
decarboxylase (GDC) a proton consuming enzyme kielps maintaining cytosolic pH

homeostasis.

Key words: Alanine, GABA, Nitrogen Metabolism, Hypa, Waterloging, Medicago

truncatula
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Introduction

Plants are subject to numerous environmental evbatsmpact growth and survival either in
cultivated areas or natural ecosystems. In theegbnof climatic change, heavy rains
associated to transient flooding and waterlogging redicted to become more frequent
jeopardizing plants development and survival essignbecause crops were not selected to
tolerate hypoxia / anoxia stress. Consequentlynareasing interest is paid by the scientific
community to the adaptation of plants to low oxydiemtation at both cellular and whole
plant levels.

Sensitivity or tolerance of plants to flooding amaterlogging is dependent on inducible
metabolic mechanismthat allow counteracting deleterious symptoms opdxya at the
cellular level. Under hypoxia glycolytic enzymes anore active as a consequence of the
needfor increased glycolysis to compensate for the loWEP yield due tdhe inactivation of
oxidative phosphorylation (Sato et al., 2002). Tégeneration of NADis a crucial issue for
the adaptation to hypoxia because in the absend&ABF glycolysis ceases (Ismond et al.,
2003; Kirsteiner et al., 2003). For this aim under hypoxia it wdserved that de novo
synthesis of fermentative enzymes pyruvate decathse (PDC), alcohol dehydrogenase
(ADH) and lactate dehydrogenase (LDH) is boosted($g@chs et al., 1996). As a result
fermentative products derived from pyruvate e. acetaldehyde, ethanol and lactate
accumulate thus allowing for the regeneration ofINArom NADH. The importance of
ethanol fermentation in tolerance of low oxygerestris supported by numerous studies on
several species; it has been shown that null mutafiected in the expression of alcohol
dehydrogenase thus deprived of ethanol fermentatibibited reduced tolerant@ oxygen
deficiency compared to wild types (Harberd and Edwa 1982; Jacobs etl., 1998;
Matsumura et al., 1995). This strategy however aastits own limit, the regeneration of
NAD" via ethanol fermentation induces the productionacétaldehyde by PDC a highly
reactivemolecule that induces damages by forming acetattkeipyoteiradducts and ethanol
production by ADH induces a faster depletion ofaugjores and thus carbon starvation stress
and ultimately cellular death (Ismond et al., 200B)e regeneration of NADvia LDH
worsens cytoplasm acidification due to lactic agydthesis (Davies, 1987; Davies and Patil,
1974).

Nitrogen metabolism and its involvement in the an@ptesponse of plants to hypoxia
received fewer attentions than carbon metabolisitnafe fertilization was shown to improve

tolerance of plants to root hypoxia suggesting raeleprating effect of nitrate on deleterious

67 -



effects of hypoxia (Allegre et al., 2004; Horchahial., 2010; Morard et al., 2004). Although
exposure of plants to hypoxia or anoxia increasategexpression and de novo synthesis of
alanine aminotransferasaléAT) in various animal and plant species (Sachs £1886) the
fermentative pathway of AlaAT received less at@mtithan PDC-LDH / ADH. Elevated
levels of alanine are currently observed in watggkd roots and expression of AlaAT
encoding gene increased under hypoxia in rootsaoiey (Hordeum vulgare), corn Zea
mays), Panicum miliaceum andLotus japonicus (Good and Muench 1992 and 1993; Muench
and Good 1994; Ricoult et al. 2005 and 2006; Limenal., 2008; Rocha et al., 2010).

In the present article modulation of primary niagmetabolism by short term waterlogging-

induced hypoxia was studied in the model legivtedicago truncatula.

Material and Methods

Plant material and stress application

Medicago truncatula (line A17) were grown in pots on neutral substramel watered each
other day with a half Murashige and Skoog nutrigptution. Plants were randomly
distributed in a culture chamber at temperaturee BP2° C and relative humidity of 70% + 2.
Circadian cycle consisted of 16 hours light and &rkodarkness. Three weeks after
germination young plants were constituted into lbas; one batch of control plants and one
batch of treated plants were submitted to watertagghduced hypoxia by filling the pots
with the nutrient solution for a maximum duratioin7@ hours. The shoots were not flooded.
The establishment of hypoxia was controlled by meag oxygen content in the pots by an
electrochemical oxygen meter (GMH 3630, Greisingagenstauf, Germany). Control plants
were watered by the same nutrient solution. Roat shoot were collected separately,

weighed and frozen in liquid nitrogen and maintdime-80°C freezer for further analyses.

RNA extraction and reverse transcription

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (hogen, Breda, the Netherlands)
according to the manufacturer’'s protocol. A 2 pmgke of total RNA was retro transcribed
for 1h at 37°C, using 200 units of M-MLV Reverseaiscriptase (Promega, Madison, WI)
and 2 mg of pd (N)6 Random Hexamer (Amersham Bapsds, Freiburg, Germany) in the
presence of 40 units of Recombinant Rnasin Rib@asé Inhibitor (Promega), and in a final
volume of 50 pl. Genomic DNA was removed by punfyithe first strands using a QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, German Town, MD).
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Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) anBS%reen detection

PCR was performed on the light cycler ABI Prism 7@&IDS (Applied Biosystems, Foster
City, CA) with the SYBR Green PCR Master Mix (Apgdi Biosystems) according to the
manufacturer’s protocol. Each reaction was perfarrme 5 ml of a 1: 2 (vv) dilution of the
first cDNA strands, synthesized as described alvatie 0.3 mM of each primer in a total
reaction of 20 ml. The reactions were incubated Zomin at 50°C and 10 min at 95°C
followed by 60 cycles of 15 s at 95°C and 1 min6@tfC. The specificity of the PCR
amplification procedures was checked with a hesgatiiation protocol (from 65 to 95°C)
after the final cycle of the PCR. Each reaction dase in triplicate and the corresponding Ct
values were determined. The amplified fragment (bpP was cloned into pGEM T Easy
vector (Promega). The plasmids were diluted sevenals to generate templates ranging from
105 to 103 copies used for standard curves foestienation of copy numbers. The results are

expressed as copy number of cDNA in 5 ml of fitsdrsds.

Metabolites extraction and analysis

The total amino acids and sugars were extracte@86#b ethanol for 1 h at 4°C. After
centrifugation, the ethanol fraction was removed e same process was then repeated with
de-ionized water. The ethanol and water fractioesewcombined and stored at —20°C. After
evaporation of the extract under vacuum, orgarsues were dissolved in de-ionized water
and extracted with the same volume of chloroforrfteiAcentrifugation, an aqueous phase
containing amino acids and sugars was vacuum dnddesuspended in de-ionized water for
high performance liquid chromatography (HPLC) asely

Amino acids were determined by the Waters (MA, US&EQTag method. The AccQTag
methoduses Waters AccQFluor Reagent (patent pendinggtivatize the amino acids. The
reagent is a highly reactive compound, 6-aminodyifid-hydroxy-succinimidyl carbamate
(AQC), which forms stable derivatives with primagd secondary amino acids. Derivatives
are separated by reversed-phase (C18 column) HRidC cuantified by fluorescence
detection.

Carbohydrates were determined straightforward éenextract by HPLC on a Carbopac PA-1
column (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA).
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Nitrate was extracted in boiling water and detemdiby the colorimetric method of Cataldo
(1975).

Nitrate reductase extraction and assay

Extraction was performed on frozen plant matemalli5 mL of mM Hepes-KOH, pH 7.6,
15 mM magnesium chloride, 1 mM DTT, 10 uM FAD, 1M pleupeptin and 0,2 mM
pefabloc. The homogenate was centrifuged and thersatant was used as the crude extract.
Actual nitrate reductase activity was assayed inféhewing medium, 50 mM Hepes-KOH,
pH 7.6, 10 mM magnesium chloride, 200 uM NADH, 5 rpbtassium nitrate for 15 minutes
at 27°C. The reaction was initiated by adding 500ficrude extract. Activity of the enzyme
was estimated by determination of nitrite formediryithe enzymatic reaction. Nitrite was
determined by colorimetric reaction by incubatiam aiquot of the reaction medium, 30
minutes in a mixture of sulfanilamide diluted HChda N-(1-naphtyl) ethylenediamine

dihydrochloride. Optical density was measures atri.

Results and discussion
Although carbon metabolism was not thoroughly itigeded we found that glucose and

fructose contents increased significantly in theastand the root (Figure 1) while starch and
sucrose contents decreased to the point that fuevas not detected by HPLC (data not
shown) indicating probably that carbon reservesew#toroughly mobilized to support
glycolysis. This result is in agreement with thentoonly observed increase in the rate of
glycolysis and subsequent increase in substratd V@ production to ameliorate the
hypoxia — induced energy crisis (Greenway and GiBb63).

The contribution of nitrogen metabolism to the sherm — adaptive response of plants to
waterlogging was more thoroughly studied. For thisn several aspects of nitrogen
metabolism under hypoxic condition were analyzetadicago truncatula seedlings during
the first hours of stress. In the present articke ave reporting only the most significant

changes.e. changes pertaining to nitrate reduction and assiion into amino acids.

Nitrate metabolism

Major changes in nitrate metabolism occurred inrth&. Nitrate reductase activity (NRA)
increased dramatically in hypoxic roots to représem to three times NRA in the control
while it remained fairly similar in the shoot of thentrol and waterlogged plants (Figure 2).

This result agrees with the observation that hyapaxduced acidification of cytosolic pH
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may increase NR activity because of the low pHropth of this enzyme (Botrel and Kaiser,
1997; Stoimenova et al., 2007). It was shown th& WMas highly phosphorylated, thus
inactive in aerated roots of hydroponically growmléawhile it was partly dephosphorylated
and active in hypoxic roots (Shi et al., 2008) {Bbiand Kaiser, 1997). Changes in NRA
impacted nitrate and ammonium contents in the rAstexpected the content of nitrate was
lower and the content of ammonium, the product thte reduction was higher in hypoxic
roots than that in the control (Figure 2 and 3)islimportant to note that the increase in
ammonium content under hypoxia strongly suggesserepancy between nitrate reduction
and ammonium assimilation into amino acids. Anotbeurce may contribute ammonium
accumulation under hypoxia is proteolysis. Nitratatent in the shoot was lower in plants
submitted to waterlogging condition (Figure 2). [MBA and ammonium content were similar
in the control and stressed plants, it is suggetstaidthe lower content of nitrate in the shoot
of stressed plants is probably due to a lower pariof nitrate to the shoot. Nitrate beneficial
effect is probably not exerted by nitrate per sedue to the action of nitrate reductase. The
reduction of nitrate is NADH-dependent; it occunsthe cytosol, the same compartment as
glycolysis and contributes to cellular acclimatitm hypoxia by regenerating NADfrom
NADH. Accordingly tolerant species to oxygen deption show higher nitrate reductase
activity than sensitive species (Bailey-Serres ¥adsenek, 2008). Tobacco as well as tomato
deprived of NRA either by genetic manipulation gribhibition by tungstate showed higher
sensitivity to waterlogging than control plants (Elwini et al., 2010; Stoimenova et al.,
2003). Conversely it was observed that maize segsllsupplied with nitrate during anoxia

showed better tolerance to hypoxia and controlytdsolic pH (Libourel et al., 2006).

Activation of alanine and GABA shunt

It has been suggested that one of the aspectdevéinoe to hypoxia is the decrease in the
activity of ATP consuming processes. Ammonium agation via glutamine synthetase /
glutamate synthase (GS / GOGAT) cycle and aspagayinthesis by asparagine sythetase are
ATP consuming processes. In plants submitted tg k@enm hypoxia stress it was observed
that contents of glutamine and asparagine decraasa consequence of ATP shortage
(Bailey-Serres et al., 2012; Bailey-Serres and ¥pek, 2008). It is interesting to note that
the pathway of ammonium assimilation at the whadamplevel was affected very early after
the onset of hypoxia stress as suggested by themadation of ammonium content in the root
and the decrease in asparagine content in the shatriessed plants as early as 8 hours after

the onset of stress (Figure 4). Alternatively twdhpays of amino acids syntheses were
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promoted i.e. alanine via alanine aminotransferase (AlaAT) andB@& via GABA
transaminase (GABA-T) (Figure 5). The activation tbese pathways occurred at the
transcriptional level as shown by the activationtltd expressions of genes encoding two
AlaAT and GABA-T (Figure 6). This observation ispported by several studies on legume
plants like Glycine max, Lotus japonicus and Medicago truncatula (Oliveira et al., 2013;
Ricoult et al., 2005; Ricoult et al., 2006; Rocheaalk, 2010). Alanine and GABA syntheses
are proposed to contribute to the mitigation of dgimng effects of hypoxia. Alanine
constitutes a carbon and nitrogen store readillizakile during post-stress recovery. By
accumulating alanine plants save carbon (pyruvéta) otherwise would be lost because
alcohol fermentation pathway leads to ethanol a deal product that either accumulates or
leaks out of the tissue representing in both casest loss of carbon (Albrecht et al., 2004;
Ismond et al., 2003). Furthermore through alanimens synthesis of alanine generates 2-
oxoglutarate which can be further metabolized tocmate, via the TCA cycle enzyme
succinate CoA ligase, thus providing additional Ap& molecule of sucrose metabolized
(Rocha et al., 2010). The GABA shunt starts by tlexzarboxylation of glutamate by
glutamate decarboxylase (GDC). This first step bates to cellular pH homeostasis as
glutamate decarboxylation is a proton consumingtiea that increases pH (Drew, 1997;
Greenway and Gibbs, 2003).

Conclusion

In the present study we have shown that nitrogetalmodism contributes to the adaptive
response of plants to hypoxia very early after dheet stress. Nitrate reduction as well as
amino acids syntheses were involved in the mitigatif hypoxia damaging consequences
energy crisis and cytosolic pH acidification. Oasults together with the increasing amounts
of results published in similar areas dealing withv oxygen sensing, signaling and
adaptation of plants to oxygen limitation at bo#ildar and whole plant levels should be
taken into account in breeding programs and agrasarpractices for saving plant fitness,
growth and development in a world threatened hyafic change and increase of frequency

of heavy rains, flooding and waterlogging (Lica)13).
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Ficure 1. Sugars quantified m Aledicago truncatula seedlings by
HPLC m roots and shoot. Results are the mean + SE of three

replicates
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Figure 2: Nitrate reductase activity and nitrate content quantified
n Aedicago truncatula seedlings m roots and shoot. Results are
the mean + SE of three replicates.
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Figure 3- Anmonimum content quantified i Aedicago truncatula
seedlings n roots and shoot. Results are the mean + SE of three
replicates.

—— (jOlltl‘Ol - s = H}"]_)O.\:l'a
4 - NH, Shoot o0 NH,4Root
. -1
Eﬂ %15
= e A
§2 1 e z E10 ‘ !/
= oo
A $5 T
=1 g
=1
0 T T T T T 1 0 1 T T T 1
0 16 32 48 64 80 0 16 32 43 64 20
Time (hours) Time (hours)

-78 -



Ficure 4 Ammo acid. agparagme content quantified m
Aedicago triumcatula seedlings n roots and shoot. Results
are the mean £ SE of three replicates.
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Fraure 5:

Ammo  acids.

alanme and

(GABA content

quantified m Afedicago truncatvda seedlings m roots and
shoot. Results are the mean + SE of three replicates.
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replicates.

Figure 6: Expression of Medicago truncatula AlaAT and GABA-T
measured by Q-RT-PCR. Results are the mean = SE of three
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I1I-2-2 Résultats : expérience, stress hypoxique
racinaire a long terme
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l1I-2-2-1 Effets de I'hypoxie racinaire sur la croissance des plantes

La solution nutritive Iflilieu MS de Murashige et Skoog, 1962pntenant tous les éléments
minéraux nécessaires (en particulier,s;NKQmM) pour le bon développement de la plante, a
ete utilisée pour appliquer I'hypoxie racinaire dawogre étude. Les résultats présentés dans
cette partie correspondent a des plantes agéemidesemaines, a la fin de laquelle, les
plantes sont soumises a un stress hypoxique reeipar une solution nutritive (la méme
solution utilisée pour arroser les plantes témoihsant 7 semaines ; toutes les semaines, la

solution nutritive a été renouvelée, cela pourakdiepuisement des éléments nutritifs.

- Effets de I'hypoxie racinaire sur la croissance deal partie aérienne :

Les graines de Medicago truncatula » sont mises a germer a I'obscurité pendant 48
heures et a température de 21°C, ensuite ellestism#férées dans des pots en les arrosant
(une fois tous les deux jours) avec la solutiomitivwe dite standard (12mM N£.

Les figures 111.8 montrent I'effet de I'hypoxie riaaire sur la croissance de plantes en matiere
fraiche (MF) et en matiere seche (MS) de la paigenne des plantes ; on remarque que les
deux groupes, témoins et sous hypoxie racinaireléseloppent d’une fagon similaire avec
une légére différence durant la premiere semaiseainles plantes, sous hypoxie racinaire,
se développent plus rapidement que les plantesinérita 2™ vers la 4™ semaine) o elles
ont plus de biomasse aérienne que les plantes iémmuais elles atteignent un maximum au
bout de 3-4 semaines d’hypoxie, a partir de lagualles commencent a perdre leur biomasse

aérienne (figures I11.9 et 111.10).

- Effets de I'hypoxie racinaire sur la croissance deal partie racinaire :

Les graphes de la figure 111.8 montrent que lestgs, mises en hypoxie racinaire ont la
tendance a avoir plus de biomasse racinaire qupldeses témoins jusqu’a environ 15"
semaine, a partir de laquelle leur biomasse raeim@mmence a diminuer, comparées aux
plantes témoins qui continuent & se développer alement jusqu’a la *7° semaine de
développement. Les biomasses sont suivies, en nadt@che et en matiere seche (figure
[11.8) a partir du temps T= 0 (temps du début dmpplication du stress hypoxique et qui
correspond a I'age de 3 semaines de développerasmilantes en normoxie) jusqu’'a T= 7 ou

la 7™ semaine du stress hypoxique racinaire.
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- Effet de I'hypoxie racinaire sur la croissance deglantes : un effet propre a
I’hypoxie racinaire ?

Nous avons montré que les plantes, sous hypoxieaiee, ont plus de biomasse que les
plantes témoins, cela en utilisant une solutiomitivg riche en éléments minéraux (12mM de
nitrate) ; dans ce contexte, une question se pedéeeffet positif de la submersion des
racines sur la croissance de la biomasse foliairsteil propre au stress hypoxique ou a —

t — il un lien avec la composition de la solution utritive ? » et en d’autre terme : « Cet
effet serait — il encore visible en utilisant urmdusion nutritive a faible richesse en éléments
minéraux (spécifiquement en utilisant une faiblagamtration en nitrate (NQ de 2 mM et
de 'eau déminéralisée » ?

Pour répondre a cette question, une solution udréfaible teneur en nitrate (2mM) et de
'eau déminéraliséesont utilisées chez deux séries de plantes.

Les graphes de la figure 111.11 et 111.12 montrene, sous hypoxie racinaire, les plantes ont
plus de biomasse (partie aérienne et racinaire)l@epiplantes témoins & 2 mM de nitrate ou
avec de I'eau déminéralisée ; cependant, & partia & semaine, I'effet du stress apparait
et la croissance des plantes cesse et la sénesCiestalle.

Donc, l'effet positif de I'hypoxie racinaire sur foduction de biomasse foliaire et racinaire
est propre au traitement, en d’autre terme, cedt eft toujours visible avec une solution
nutritive a faible richesse en éléments minéraigxiés 111.13 et 111.14).

Au vu de ces résultats, nous avons décidé de putesnos expériences avec une solution

nutritive a 12 mM de N@ en appliquant le stress hypoxique racinaire penslaemaines.

[lI-2-2-2 Evaluation de la respiration et la photogynthése chez la plante sous hypoxie
racinaire

L’évaluation de la respiration et la photosynthéseréalisée sur des disques foliaires par
la mesure de la quantité d'oxygene émise a la hengiecelle consommée a I'obscurité.
Les résultats (Figures 111.15 et 111.16) montreneda quantité d'oxygene produite a la lumiére
ou bien la valeur de la photosynthése nette etdmtité d'oxygene consommee a I'obscurité
donc la respiration, sont plus importantes sousssthypoxique racinaire par rapport au
témoin.
Ces résultats suggerent une activation de la adgpiret la photosynthése chez les plantes

sous hypoxie racinaire.

84 -



[1I-2-2-3 Teneur en nitrate

Les résultats obtenus dans les différentes padies plantes sous stress hypoxique
racinaire et témoins sont présentés dans la figlide7. on remarque que dans la partie
aérienne et dans les racines, la concentrationittigendiminue en fonction du temps par
réponse a I’hypoxie racinaire comparée a celleptlses témoins ; dans la partie aérienne, la
valeur la plus faible a été observée juste aprgmxdaiere semaine du traitement et reste
toujours inférieure a celle du control jusqu'aitade I'expérience, mais dans les racines, la
plus basse valeur de nitrate a été observée esier®@ semaine apres le traitement et reste
toujours inférieure a celle du control jusqu’a ilaguieme semaine d’hypoxie racinaire.
Donc, d’'une fagon globale, la concentration duatérdiminue dans la plante sous hypoxie

racinaire.

11-2-2-4 Teneur en azote total et mesure de I'absption du NO3 par marquage N

Apres un développement de 3 semaines, trois laataoins, pour chaque temps, sont
arrosés par la solution nutritive, contenant 12mMM O3, et trois autres plantes du groupe
sous hypoxie racinaire, sont transférées dans é@pients contenants aussi la solution
nutritive (& 12mM dé°NO5) pour les mettre en hypoxie racinaire ; le marguest effectué
durant 24 heures, ensuite les échantillons sonéy@ae et cela pendant toutes les semaines
durant 5 semaines d’hypoxie racinaire.
Nos résultats montrent que :

- La teneur en azote total dans les racines deseglaeh hypoxie racinaire, est plus
élevée que celle des plantes témoins alors quailpas de différence entre ces deux
groupes dans la partie aérienne (figures 111.1Bl419) ; Nos résultats montrent aussi
gue, dans les deux parties de la plante, la géaetitazote total augmente avec le
temps sous hypoxie racinaire comparée aux plardesihs pour atteindre un
maximum durant la%§"®semaine (2 fois plus d’azote en hypoxie racingire chez les
témoins), a partir de laquelle elle tente & aveis daleurs plus faibles que chez les

témoins en §"°semaine.

- En deuxieme temps, I'analyse isotopique nous a iged® suivre I'évolution de la
RSA (Relative Specific Allocation) des racines et ld partie aérienne des plantes
sous hypoxie racinaire et témoins en fonction duopte; en fait, le RSA représente

I'allocation spécifique relative de I'azote et @sit donné par la formule suivante :
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RSA= (A%t — A%Cc)/ (A% — A%n)

Ou- A%t : Abondance isotopique de la plantitée

- A%c : Abondance isotopique de le plante témoins

- A%l : Abondance isotopique de I'atmosphere enrig¢h@ution nutritive contenant le

15N)
- A%n : Abondance isotopique de I'atmosphére natrglolution nutritive ne
contenant pas [EN)

On remarque (figure 111.20) que le RSA dans lesnex et la partie aérienne des plantes est
plus important sous hypoxie racinaire que chezde®ins a partir de la premiere semaine du
stress ou la différence est plus marquée (ainsdguant la I et la 3™ semaine d’hypoxie
racinaire) ; cette différence diminue avec le tefussiu’a la 5™ semaine ou il n’y a pas de
différence entre ces deux groupes.
Ensuite, la vitesse d’'incorporation de I'azote di@nglante a été calculé a partir du RSA dans
les racines et la partie aérienne; le graphe déiglare 11.21 montre que la vitesse
d’'incorporation de l'azote sous stress hypoxiquanare est plus élevée qu’en condition
témoin deés la premiére semaine d’hypoxie racingtirelle diminue avec le temps jusqu’a la
5°Msemaine de stress.
llI-2-2-5 Etudes de I'expression des genes impliggédans la réponse a I'hypoxie
racinaire

L’expression des genes : mito-AlaAT (alanine anmangférase mitochondriale), GABA-
T (acide gamma-aminobutyrate transaminase), NADHG®&D (nicotinamide adénine
dinucléotide, glutamine-2-oxoglutarate aminotrarefé), GDH (glutamate déshydrogénase),
GS (glutamine synthétase), IDH ( isocitrate désbgdnase mitochondrial), ICDH (isocitrate
déshydrogénase cytosolique), NR (nitrate réductaselP5CS (synthétase 1-pyrroline-5-
carboxylate) a éeté éetudié en temps réel par PCRitijpive dans la partie aérienne et
racinaire des plantes aaViedicago truncatula » soumises a un stress hypoxique racinaire et

témoins.
[11-2-2-5-1 Expression des géenes dans les racines

La figure 111.22 présente I'expression des diffésegénes étudiés sous stress hypoxique

racinaire :
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L’expression des genes, mAlaAT et GABA-T (marquedts stress hypoxique racinaire),
commence a augmenter dans les racines des plantebledicago truncatula» aprés une
semaine du stress hypoxique racinaire ; cette egjome d’AlaAT et du GABA-T a augmenté
d’'une facon significative par rapport au témoin (noxie), ce qui indique que, dans ces
conditions expérimentales, les plantes passent dugtabolisme normoxique a un
métabolisme hypoxique.

Concernant d'autres genes qui sont étudiés, nustatons que I'expression du GS et du
NADH GOGAT est plus élevée dans les racines destgdasous stress hypoxique racinaire
par rapport aux plantes témoins, le méme cas @o@DH : ils sont surexprimées sous le
stress hypoxique aprés une semaine du traitemeaobrginuent jusqu’a la *8° semaine.
Contrairement a l'expression d'autres génes, Bsgmn du géne P5CS est inhibée dans les
racines sous stress hypoxique, elle diminue entifemdu temps pour atteindre un minimum
a la 5™ semaine. L'expression du géne NR1 dans les racinemigmenté de facon
significative sous le stress hypoxique par rappargroupe témoin, dés la premiere semaine
d’hypoxie racinaire puis elle diminue a partir de tfoisieme semaine pour atteindre un
minimum en 8™ semaine tandis que celle du géne NR2 montre oiy'i pas de différences
significatives entre ces deux groupes.

Il n'y a pas de différence dans I'expression deegéCDH et IDH dans les deux conditions,
témoins et stress hypoxique racinaire, mais ilsgmtent beaucoup de fluctuations en fonction

du temps de traitement.

[11-2-2-5-2 Expression des génes dans les feuilles

L'expression des génes codants pour des marquaussrass hypoxique, mAIaAT et
GABA-T, est légerement stimulée dans la partieemére des plantes sous stress hypoxique
racinaire (figure 111.22) ; leur expression commeng& augmenter a partir de la premiere
semaine du traitement et elle continue jusqu'&Tagemaine.
NR2 a été inhibée dans la partie aérienne desgslatus stress hypoxique a partir de la
premiere semaine et elle atteint un minimum au <ale la troisieme et la cinquieme
semaine du traitement. L'expression du géne P5@3nde chez le groupe en hypoxie
racinaire comparé au groupe témoin et cela peridate la durée du traitement.
Cependant, il n'y a pas de différence significatiams I'expression du géne GSla au cours de
la premiére et la deuxiéme semaine d’hypoxie rana partir de laquelle, elle commence a

diminuer pour atteindre un minimum ef"3semaine.
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Par ailleurs, I'expression des genes suivants : NABOGAT, GDH, NR1, ICDH et IDH
montre qu'il n’y a pas de différences entre cexdgoupes étudiés.
Donc, en général, des modifications de I'expresdesgenes impliqgués dans le métabolisme

azoté et carboné des plantes, ont été montréedetaragines.

l1I-2-2-6 Analyse métabolomique pour I'étude de I'éfet du stress hypoxique racinaire
sur le métabolisme azoté chez les plantes déMedicago truncatula »

Les résultats d’analyse métabolomique sont présestés forme de ratio de valeurs
obtenues en condition d’hypoxie racinaire par k#gwrs en condition de normoxie.
Les graphes présentés dans les figures 111.231.24 Imontrent I'évolution de ces ratios pour
les différents acides aminés considéres :
On remarque une augmentation des ratios du GARBAla et B-Ala (valeur en hypoxie
racinaire / valeur en normoxie) avec le temps diappbn du stress hypoxique racinaire ;
dans la partie racinaire, on remarque que le GABlk®deux formes d’alanine, augmentent
avec le temps avec un maximum atteint &% 8emaine d’hypoxie racinaire et dans la partie
aerienne, le GABA et di-Ala augmentent avec le temps mais d’'une facon snoiarquante
gue dans les racines et pas des différences pfehilie chez les deux groupes étudiés.
Concernant les autres acides aminés, citons langlyla sérine, la tyrosine et la glutamine, ils
sont accumulés dans les deux parties de la plante Bypoxie racinaire en fonction du
temps ; cette augmentation atteint le maximum dul@rg™ semaine d’hypoxie dans les

racines et durant |&£2°semaine dans la partie aérienne.

Cette deuxieme partie fait I'object d’'un article encours de rédaction.
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111-3 Discussion

89 -



I11-3-1 Effet de I'hypoxie racinaire a court terme

Dans la premiére partie de ce chapitre, on a mdatm&ponse de la plante au stress
hypoxique racinaire a court terme, dans les raahés partie aérienne.
Nos résultats ont montré la diminution de la coneioin du nitrate parallelement a
'accumulation d’ammonium dans les racines et dengartie aérienne et d’autre part,
lactivité de I'enzyme «nitrate réductase » estoftsée par le stress hypoxigue
racinaire (Morard at al., 2004) ; L'étude du rdle  réduction du nitrate pour produire
lammonium et l'oxyde nitrique (NO) et son oxydatialtérieure par I'oxyhémoglobine
comme un mécanisme efficace (Allerge et al.,20@Yr pnaintenir I'énergie nécessaire des
cellules végétales au cours de I'hypoxie, a mogtré la réduction du nitrate dans des
conditions hypoxiques peut étre considéré commewvoie respiratoire alternative, avec le
nitrate comme accepteur d'électrons intermédiaicesiribuant a l'oxydation du NADH
(lgamberdiev et Hill, 2009).
Nous avons vu que sous hypoxie racinaire, les robtas, marqueurs de I'hnypoxie racinaire
chez les plantes (Biais et al., 2010 ; Vanlerbergihal., 1991 ; Rocha et al., 2010a ; Narsai
et al., 2011), l'alanine et le GABA, s’accumulenéale temps. Dans ce contexte, I'étude de
'expression de génes, codants pour la synthéserdgsnes jouant un réle important dans la
production de ces acides aminés, a montré la swssipn de ces deux géenes par réponse a
I'hypoxie racinaire. Cependant, la production @&dumulation de ces deux acides aminés est
en effet une autre réponse commune des plantessesimun stress hypoxique (Reggiani et
al., 2000; Ricard et al., 1994; Streeter et Thomp&6ii2). Plusieurs études suggerent que le
« shunt GABA » est, en partie, responsable dedraatation d'alanine sous hypoxie racinaire
(Miyashita et al., 2008 ; Lee et al., 2009) et dfaecumulation de Il'alanine est considérée
comme un mécanisme de défense de la plante pasterésontre I'nypoxie racinaire ; d’autre
part, I'importance du métabolisme de I'alanindréstbien connue vue sa capacité a réguler le
niveau de pyruvate (Rocha et al., 2010b).
En deuxiéme temps, le dosage des sucres, dareclasg et la partie aérienne chez les deux
groupes, témoins et en hypoxie racinaire, a moutr@ forte accumulation de sucres, en
hypoxie racinaire comparé au groupe témoins, avedi@rences significatives ; en fait, les
plantes sont en mesure d'utiliser des enzymes qogatis dans le métabolisme des sucres
(subbaiah et al., 1994) et cela pour avoir la cé@ale maintenir la fermentation active pour
la production de I'ATP en alimentant la glycolysgsaque cette forte accumulation de sucres

dans la plante stressée pourrait étre une maniergéfimse et ensuite d’adaptation aux
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contraintes qu’elle subit et peut étre partielletnatilisée pour I'épaississement de la paroi
secondaire (Albrecht et Mustroph, 2003).

Chez les plantes soumises a un stress hypoxigueana&; la plupart des sucres sont
accumulés, la glycolyse est stimulée et I'énergie@nalisée vers le métabolisme primaire (Li
et al., 2011). La capacité de maintenir un métabwi actif de fermentation, pour la
production d'ATP en alimentant la voie glycolytigagec les glucides fermentescibles, est
plus grande chez les plantes sous stress hyporagirgaire par rapport aux plantes témoins
par stimulation de I'ensemble des enzymes implgjudens le métabolisme des sucres
solubles (Kato-Noguchi, 2004 ; Andrews et al., 1994uang et al., 2003). Ces résultats
suggerent que les plantes résistent a I'hypoxima@e en activant la voie de synthése des
sucres, qui représente la principale source d'@engcessaire aux besoins de croissance de

la plante.

I11-3-2 Effet de I'hypoxie racinaire a long terme

Suite a notre étude a court terme, nous avonstenswintré la réponse (adaptative) de la
plante au stress hypoxique racinaire a long tewe,s’est traduite par des modifications
physiologiques et moléculaires.
Les changements de l'activité photosynthétique sssbciés a des changements dans la
biomasse des plantes sous stress hypoxique (Vagenaat al., 2010) ; nos résultats montrent
gue I'évaluation de la respiration et la photosys¢éha soutenu 'augmentation de biomasse
observée chez les plantes, par réponse a I'’hypaxieaire, du fait que chez ces plantes, la
respiration et la photosynthése sont plus impaggnbmparées aux plantes témoins, avec une
teneur plus élevée en azote dans les racines,i@ssdcune forte vitesse d’incorporation
d’azote sous hypoxie racinaire.
D’autres part, des études ultérieures ont montrélestress hypoxique racinaire induit une
diminution de la photosynthese en réduisant laueme pigment photosynthétique, mais
l'application du GABA améliore d'une maniere sigeative les caractéristiques
photosynthétiques dans des conditions de stressigye et en état normal (Xia et al., 2011)
ainsi que le GABA peut augmenter les activités el@symes antioxydants, et joue un rble
important dans I'amélioration de la résistance @ass hypoxique racinaire (Gao et Guo,
2004). Mais aussi l'alanine, car son accumulatish en faveur de I'amélioration de la
tolérance des plantes a I'hypoxie racinaire (Karaj.e2008). D’autres métabolites pourraient
améliorer la résistance a I'hypoxie racinaire diemtps en augmentant™#ATPase de la

membrane plasmique dans les racines (Wang e0@ak, 2Lu et al., 2012).

91 -



Ensuite, I'étude de l'expression des genes marsjukustress hypoxique racinaire, a montré
une surexpression de ces geénes dans les raciEm®tla partie aérienne des plantes par
réponse a ce stress (Ricoult el al., 2006 ; Miyaséi al., 2007) et précisément, les deux
genes : m-AlaAT et GABA-T. Ces modifications gégags des plantes sont reliees a des
changements dans leur croissance afin de mieusteésau stress hypoxique racinaire
appligué (Fukao et Bailey-Serres, 2006) ; maisialessliminution d'autres génes tels que le
P5CS, qui est inhibé sous stress hypoxique. Sukeredifications génétiques, les différents
meétabolites impliqguées dans le métabolisme azaté aftectés plus ou moins par réponse a
’hypoxie racinaire ; ces résultats sont compasibkevec de nombreuses autres études
existantes dans ce domaine et qui ont montré cuelentes réagissent en réponse a des
faibles teneurs en oxygene, par activation de kamie métabolique azotée (Streeter et
Thompson, 1972 ; Su et al., 2011), y compris urggrentation de la teneur totale en acides
aminés (Puiatti et Sodek 1999 ; Thomas et Sodek 20@n Dongen et al. 2009 ; Rocha et
al., 2010a).

Donc I'ensemble de ces mécanismes, comme la stiomlde I'activité photosynthétique, la
surexpression des genes impliqués dans le métatmobzote, I'accumulation de métabolites
ainsi que d’autres mécanismes biologiques pourragptiquer la réponse des plantes au

stress hypoxique racinaire et leur adaptation.
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Nitrate dans la partie aérienne
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Figure 1.1 : Teneur du nitrate dans la partie aérienne et Bengacines en fonction du temps de traitement ;
les valeurs sont présentées sous la forme de meyearreur standard (nb de répétition = 3).
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Figure 1.2 : Teneur en ammonium (N en fonction du temps de traitement ; les valsorg présentées sous
la forme de moyenne = erreur standard (nb de rtépet: 3).
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Figure IlIl.3 : Mesure de I'activité nitrate réductase (ANR) endibon du temps de traitement ; les valeurs sont

présentées sous la forme de moyenne + erreur sth(mdade répétition = 3).
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Alanine dans les Racines

Alanine dans la partie aérienne
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Figure 1.4 : Evolution de la teneur d’alanine et du GABA en fiame du temps de traitement ; les valeurs sont
présentées sous la forme de moyenne + erreur sth(mdade répétition = 3).
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Glutamate dans les racines

Glutamate dans la partie aérienne
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Figure IIl.5 : Teneur en glutamate et aspartate en fonction mipdele traitement ; les valeurs sont présentées

sous la forme de moyenne + erreur standard (n@piition = 3).
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Figure II1.6 : Graphes d’expression des geme&laAT et GABA-T dans les racines (a gauche) et dans les
feuilles (a droite) en fonction du temps de tragett les valeurs sont présentées sous la fornrmayenne *

erreur standard (nb de répétition = 3).

- 97 -




Glucose dans les racines

Glucose dans a partie aérienne
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Figure IIl.7 : Graphes d’évolution de la teneur des sucres (ghua fructose) dans les racines et la partie
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Figure 111.8 : Graphes d’évolution de la biomasse en matiénete (a gauche) et seche (a droite) de la partie
aérienne et racinaire chez les plantes en « hypoxe « témoins » en fonction du temps (en sempides

traitement, avec la concentration 12mM desNO
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erreur standard.

-99 -




-
n
EN
n
14
3
48}

>
™
N

—
n
[ W)
174
3
p4%
-
D
@

ii

N
al
=) :
i ] L Y Y7 Pasvin |
L ¥ . Falis . VI
=F i | A=W 7 WU
a.F \» TEN a SRR R
L AN %I R - 7 Wiy e |
. EBRWY LA,
- T DA TN R

! <
1]
.!EE\
2
!i||

ot

T L Al —

~
i
IE
L
L
{
'II/i

i
||

\»
s

L LT A Ll e
L e
R~ B

\l
|’! 1,
i;‘

B ' I S .Y J
e B 20
i 2 e I B 20202002 T

. A T I B e
- T I B . & -

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
(12 mM nitrate) (12 mM nitrate) (12 mM nitrate) (12 mM nitrate)

Figure 111.9 : Plantes deMedicago Truncatula“ témoins et en hypoxie a 2 (& gauche) et a 4 swad@ droite)
d’application du stress hypoxique racinaire avesolaition nutritive de 12mM de nitrate.

(T =7 semaines)
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Plantes de «Medicago truncatula» témoins Plantes de «Medicago truncatula» aprés 7 semaines
d’hypoxie

Figure 111.10 : état des plantes, témoins (& gauche) et en lgp@cinaire (a droite) aprés 7 semaines
d’application du stress.
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Figure 111.11 : Graphes d’évolution de la biomasse en matierietfe (a gauche) et séche (a droite) de la partie
aérienne chez les plantes en « hypoxie » et « t&amoen fonction du temps (en semaines) avec 2 mM@
et 'eau déminéralisée. Chaque valeur représenteolgenne de 8 a 15 plantes et se présente dagsaleises

sous forme de « valeur * erreur standard.
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Figure 111.12 : Graphes d’évolution de la biomasse en matiéiete (a gauche) et séche (a droite) des racines
chez les plantes en « hypoxie » et « témoins sopctibn du temps (en semaines) de traitement avat2le
NO; et I'eau déminéralisée. Chaque valeur représentaolgenne de 8 a 15 plantes et se présente dans les

graphes sous forme de « valeur + erreur standard.
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(T = 2 semaines) (T =4 semaines)

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
(2 mM nitrate) (2 mM nitrate) (2 mM nitrate) (2 mM nitrate)
(T =2 semaines) {T =4 semaines)

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
(H20) (H0) (H20) (H20)

Figure 111.13 : Plantes de Medicago Truncatula“ témoins et en hypoxie a 2 (a gauche) et a 4 swsafa
droite) d'application du stress hypoxique racinaaeec la solution nutritive & 2mM de nitrate etalle
déminéralisé
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12mM T=4 semaines

Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
(12 mM nitrate) (12 mM nitrate) (2 mM nitrate) (2 mM nitrate) (H,0) (H,0)

Figure 111.14 : Schéma récapitulative de I'effet de I'’hypoxieiraire sur la croissance de la biomasse aérienne ;
effet persistant et indépendant de la concentraiméléments minéraux de la solution nutritiverdlide 12 a
2mM de nitrate et I'eau déminéralisée.
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Figure 111.16 : Mesure de la quantité d’'oxygéne consommée dusardgspiration, en obscurité des fragments
foliaires. Les valeurs sont présentées sous ladate moyenne + erreur standard » (nb de répeétitia).
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Figure 11.18 : Graphes d’évolution de la teneur en azote danateses (a gauche) et dans la partie aérienne (a
droite) des plantes en fonction du temps (semaitesjaitement. Les valeurs sont présentées sdosnte de
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Figure 111.19 : Graphes d’évolution de la quantité d'azote en fiomctiu temps (semaines) de traitement. Les
valeurs sont présentées sous la forme de « moyeameur standard » (nb de répétition = 3).
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erreur standard » (nb de répétition = 3).

90 7

50 7

40 -

Influx net ( *°NO,")

== Témoins

=#— Hypoxie

Vitesse (g d'N/g de MS d'une plante/heure

2 3
Temps (semaines)

Figure 111.21 : Graphes d’évolution de la vitesse d’incorporatidazdte par plante en fonction du temps
(semaines) de traitement. Les valeurs sont présemseéus la forme de « moyenne + erreur standant >dé
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Figure 111.22: Graphes d’évolution de I'expression de genes (entme de copies) du métabolisme azoté et
carboné dans les racines et les feuilles en famafio temps (en semaines) de traitement. Les vakams
présentées sous la forme de « moyenne * erreutasthn (nb de répétition = 3).
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Figure 111.23 : graphes des ratios (valeurs en hypoxie racinaivaléurs en normoxie) de quelques acides
aminés accumulés par réponse a I'hypoxie racin@®BA, o-Ala : alfa-alanineS-Ala : béta-alanine, Gly :
glycine, Ser : sérine, Tyr : tyrosine et GIn : gluine) dans les racines des plantes en fonctiotenips de
traitement. Les valeurs sont présentées sousrzefde « moyenne + erreur standard » (nb de répetiti2).
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Figure 111.24 : graphes des ratios (valeurs en hypoxie racinawaléurs en normoxie) de quelques acides
aminés accumulés par réponse a I'hypoxie racin@®BA, o-Ala : alfa-alanineS-Ala : béta-alanine, Gly :
glycine, Ser : sérine, Tyr : tyrosine et GIn : glmine) dans la partie aérienne des plantes enidondti temps
de traitement. Les valeurs sont présentées sdash& de « moyenne * erreur standard » (nb deitigpét 2).

-110-1




Shéma récapulatif des modifications du métabolismearboné sous hypoxie
racinaire dans les racines
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Shéma récapulatif des modifications du métabolismearboné sous hypoxie
racinaire dansla partie aérienne
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Shéma récapulatif des modifications du métabolismazoté sous hypoxie
racinaire dansles racine:
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Shéma récapulatif des modifications du métabolismazoté sous hypoxie racinaire
dansla partie aérienne
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Chapitre IV :
Effet de I'hypoxie racinaire sur le développemere d
la partie aérienne : Relation partie racinaire — pige

aérienne
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V-1 Introduction
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L’'immersion se produit sur des vastes régions wetsale monde (Gomes et Kozlowski,
1984 ; Kozlowski 1997) affectant environ 10% deslgerficie mondiale (FAO, 2002). Elle
survient généralement lorsque les précipitatioaawdd'irrigation sur la surface du sol durent
pendant une période prolongée ; ca peut égaleneemraduire lorsque la quantité d'eau
apportée sous forme de pluie ou d'irrigation es$ pglue ce qui peut s'infiltrer dans le sol dans
un ou deux jours. Dans les études physiologiquegptiates, le terme «hypoxie» est réservé
aux situations dans lesquelles la concentratiorydéne est un facteur limitant (Morard et
Silvestre, 1996) ; la forme la plus courante destress se produit a court terme par des
inondations lorsque les racines sont immergées kg mais la partie aérienne reste dans
I'atmosphere.

Une des propriétés les plus importantes du sdlagsation, liée a la capacité d'échanger I'air
atmosphérique avec le sol. Cette échange est dgémért réalisée principalement par la
diffusion des gaz du et vers le sol par l'interragdides pores. Dans la plupart des sols bien
drainés, les espaces remplis d'air (les poresgseptent 10 a 40% du volume total du sol.
L'immersion diminue ces pores et affaibli l'alimatibn d’'oxygene pour les racines
(Ponnamperuma, 1972), ce qui rend la diffusion aiadpns le sol plus faible que dans un sol
bien drainé (Armstrong, 1979 ; Ponnamperuma, 1984) outre, les gaz formés par le
métabolisme du sol, y compris le dioxyde de carbstecumulent a proximité des surfaces
racinaires (setter et Belford, 1990) ; cependantcenditions naturelles, la concentration
d'oxygene diminue progressivement, et, par consggudnypoxie précede toujours le
phénomene d'anoxie (setter et Waters, 2003) lorkgguehamps sont immergés pendant des
longues périodes.

Les especes végétales tolérantes a I'hypoxie rexin@euvent développer certaines
caractéristiques morphologiques et modifier leurtainélisme en réponse au manque
d'oxygene pour survivre et pour maintenir leur gsance.

Les mécanismes de la tolérance a I'hypoxie ra@r@mprennent : i) le maintien d’une forte
aération interne a travers I'aérenchyme constitugivéa création d'une zone oxydée autour
des racines (Armstrong et al., 1994), ii) I'adaptaimétabolique qui maintient la production
d'énergie sous hypoxie racinaire (Brandle et Cradyf@987) et le stockage substantiel des
glucides pour la fermentation (Brandle, 1991 ; W&t al., 1991). Ainsi que I'adaptation des
plantes a l'immersion est caractérisée par lagaote des racines séminales et la production
des racines adventives avec des aérenchymes (@elf@81 ; Trought et Drew, 1982 ; Drew,
1983 ; Justin et Armstrong, 1987 ; Barrett-Lenretrél., 1988 ; Thomson et al., 1992 ; Huang

et al., 1994a). En fait, la formation d'aérenchymst considéré comme une des plus
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importantes adaptations morphologiques pour ladot® au stress hypoxique ou anoxique
(Jackson et Armstrong, 1999 ; Evans, 2003 ; Vigtevoesenek, 2004) ; les aérenchymes
assurent, dans les racines, la respiration aérebétjde maintien de la croissance dans des
conditions hypoxiques. En cas de déficit en oxygdmeproduction d'éthylene est acceéléré
pour stimuler la formation d’aérenchyme dans lesnes adventives et induit leur croissance
(Drew et al., 1979 ; Jackson, 1989) : Le précurseumédiat de I'éthylene est le 1-amino
cyclopropane 1-carboxylique (ACC), qui est syng#tilans les racines (Bradford et Yang,
1980) ; L'activité d'ACC synthase est stimulée d#sss racines en conditions de stress
hypoxique (Cohen et Kende, 1987), cependant, lavarsion de I'ACC en éthyléne est
bloquée car c’est une réaction qui nécessite deg/géme. L'ACC est par conséquent,
transporté a travers les cellules des racineslagrartie aérienne et plus précisément, vers la
partie inférieure des tiges qui sont généralememégion principale d’accumulation d’ACC
et ensuite, en présence d'oxygene, I'éthylen@esefpuis libéré (Sairam et al., 2008).

Les plantes immergées par leau sont affectées plarerses contraintes,
autre que la limitations en gaz, par les carenoedéd@ments minéraux du sol (Setter et Waters,
2003 ; Setter et al.,, 2009), ce qui rend I'hypoxraeinaire comme principale cause de
réduction de la croissance des plantes (Trougbtretv, 1980 a, b ; Drew, 1991 ; Huang et
al., 1994a, b).

La tolérance des plantes a I'immersion dépend aesksiur réponse a I’hypoxie racinaire par
des modifications de leurs caracteres métabolidiibemson et al., 1992 ; Huang et al.,
1997) : en général, les plantes soumises au dtgggique racinaire subissent un manque
d'énergie (Gibbs et al., 2000) par réduction depiration racinaire (Marshall et al., 1973 ;
Lambers, 1976 ; Drew, 1983, 1990) ; elles réponderte manque €énergétique par des
adaptations métaboliques :

Ces adaptations comprennent : la respiration ab@mgre, le maintien de la synthese des
glucides, la diminution de l'acidification cytophagjue et le développement du systeme de
défense antioxydant (Armstrong et al., 1994 ; Dr&997 ; Setter et al., 1997). Les cellules
des plantes produisent I'énergie, en présence géoey par la respiration aérobique, qui
comprend la glycolyse, cycle de Krebs et la phosgaton oxydative mais en cas de déficit
en oxygene (sous condition hypoxique), le cycleKdebs et la phosphorylation oxydative
sont bloqués, et les cellules subissent la resmirainaérobique pour assurer la demande
d'énergie (Davies, 1980) et cela via la glycolyska éermentation.
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Dans ce chapitre, nous avons examiné les mécangengponse du Medicago truncatula »

a limmersion: les changements morphologiques étaboligues et les mécanismes
d'adaptation a I'hypoxie (déficit en oxygene) indypar I'hypoxie racinaire par un systeme de
« Split-root » pour montrer la communication poksintre la partie racinaire et aérienne des
plantes soumises a un stress hypoxique racinaite ppondre a la question suivante :
comment les plantes vont réagir, lorsqu’une partiele ces racines est soumise au stress
hypoxique racinaire (systeme de split-root) et quéds sont les modifications
physiologiques et métaboliques possibles dans larpa aérienne de ces plantes par

réponse a ce stress ?
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V-2 Résultats
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IV-2-1 Etude de la croissance des plantes et leuéponse a I'hypoxie racinaire dans un
systéme « Split root » : réponse systématique oup@nse localisée

Les résultats de nos analyses métabolomiques qitehprécedent (chapitre Ill) ont
montré que la plante a du répondre a I'hypoxie nacé par des modifications
morphologiques et métaboliques ; la plante a répoadlihypoxie racinaire par des
modifications dans sa partie aérienne, pour ckke peut qu’'un signal a été transmis de la
partie racinaire vers la partie aérienne et gadait ces modifications.
Dans ce chapitre, la relation entre la partie @oinet aérienne de la plante a été étudiée ;

pour cela, le systéeme de « split root » a été @mépo

IV-2-1-1 Effet sur la biomasse de la partie aérierm

La biomasse des trois groupes de plantes, correaptsdux trois traitements suivants :
témoin, hypoxie racinaire totale et hypoxie palieést suivie pendant 7 semaines du stress
hypoxique racinaire. Le premier groupe de plantémd@in) est un groupe se développant
dans un milieu normoxique et arrosé par la solutiatritive, le deuxieme groupe est un
groupe se développant dans un milieu hypoxiqueoates les racines sont immergées par la
solution nutritive (hypoxie totale) et le troisiergeupe des plantes, a deux parties racinaires
séparées, une partie qui est en hypoxie et une pattie en normoxie.
Nos résultats montrent que les plantes en hypexieaire totale ont plus de biomasse que les
plantes témoins (résultats déja vus dans le cleapitcédent) mais aussi que celles qui sont
en hypoxie partielle jusqua la®® semaine du traitement a partir de laquelle elles
commencent a diminuer (figure IV.1). Les planteshgpoxie partielle se développent plus
rapidement et ont plus de biomasse (en matierehizagt seche) que les plantes témoins et

cela jusqu’a la 7"°semaine.

IV-2-1-2 Effet sur la biomasse de la partie racinae
Les racines des plantes en hypoxie totale se dépeihd plus rapidement que celles
des plantes témoins et des plantes en stress lymoxacinaire partiel, jusqu'a 1&"™#
semaine, a partir de laquelle elles commencenthneé pour atteindre un minimum au
bout de la 7eme semaine. Cependant, les racinepldetes en hypoxie partielle se
développaient plus rapidement que les plantes t&mjoisqu’a la 7" semaine (figure
IV.2).
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IV-2-2 Réponse des métabolites a I’hypoxie racinaar:
IV-2-2-1 Dans les racines

A- Variations des métabolites

Les résultats présentés ci-dessous sont effecusip’a la 5™ semaine de stress
hypoxique racinaire pour avoir des plantes en liahghysiologique et représentent les aires
mesurées pour chague métabolite identifié rappo@ékaire de notre étalon interne, et a la
masse exacte de chaque échantillon. Les métabalétctés sont divisées en plusieurs

groupes, selon leur réponse a I’hypoxie racinaire :

a) Métabolites affectées directement par I'hypoxie raoaire

Des modifications directes trés importantes, ort éétectées dans le métabolisme
azoté des plantes en hypoxie racinaire totale gtaléie racinaire des plantes qui sont en
hypoxie racinaire partielle ou « split root » comgss a leur partie racinaire en normoxie et
aux plantes témoins.

- Parmi les acides aminés et leurs précurseurs gtiessumulés, la thréonine, qui s’est
accumulé dés la premiere semaine d’hypoxie totalpantielle et continue jusqu’a la
5°M®semaine (figure 1V.3) ainsi que d’autres métabslitomme I'acide décanoique, il

diminuait en hypoxie totale et partielle comparéémoin.

- Drautre part, des sucres comme le digalactosylgbje¢ fucose, galactose,
galactosylglycérole, glucose et le ribose, ont mduine diminution, en fonction du
temps, sous hypoxie racinaire totale et dans laepaacinaires en hypoxie, des plantes

en hypoxie racinaire partielle comparés aux plaréemins (figure 1V.4).

b) Métabolites affectées directement et indirectemerngar I’hypoxie racinaire
La réponse des plantes a I'hypoxie racinaire arétgtrée par des modifications des taux
de métabolites, dans les différentes conditionstdess : hypoxie totale et les deux parties
racinaires des plantes en hypoxie partielle ouli-&mt » comparées aux plantes témoins :
- les deux marqueurs de I'hypoxie racinaire, I'alangtele gaba (figure 1V.5) sont
accumulés ainsi que d’autres acides aminés deteatéprésentés dans les graphes de
la figure IV.6.
- Les acides organiques, citons: l'acide succiniqliacide fumarique, I'acide
kétoglutarique, I'acide malique, I'acide citrigugcide pyruvique, I'acide lactique et
le phosphorique (figure IV.7).

- les polyamines : ornithine, spermidine et putresdiigeire 1V8).
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- Parmi les autres acides, deux groupes : un groupaaeées qui sont accumulés et un
autre groupe des acides qui sont diminués :

* Dans le premier groupe, on a: l'acide butanoidaejde hydroxyglutarique,
'acide benzoique, l'acide glycérique, I'acide gilique, l'acide laurique,
'acide malonique, I'acide malonique tris, I'acidecotinique, I'acide oléique,
'acide palmitique, l'acide P-OH benzoique, l'acid&garique, I'acide trans-
aconitique, l'acide tétradécanoique, l'acide thr§oaj I'acide thréonique-
lactone et I'acide shikimique (figure IV.9).

« Dans le 2™ groupe on a : I'acide salicylique et I'acide végile (figure 1V.10).

- Certains sucres, formés a partir de 'amidon (fodeeréserve dans les plantes), ont
montré une accumulation et d’autres ont montrédiménution :

* Parmi les sucres qui sont accumulés, on a: lédsecl, le fructose 2, fructose
6P, le B-sitostérol, le galactinole, le mannitel,nhyo-inositol, le glucose 6P1,
le glucose 6P2, le glycérol, le glycérol 2P, lecgiol 3P, le mannose 1, le
tréehalose, le thréitole et le thréitole d2 (figivell).

* Le mélibiose, le raffinose, le rhamnose, le ribdaeylose 1 et 2 et le maltose 1

ont montré une diminution (figure 1V.12).

c) Métabolites non affectées par I'hypoxie racinaire :

- La figure 1V.13 montre I'évolution de I'éthanolan@inune monoamine issue de la
décarboxylation de la sérine par une sérine décgld®s) ; il est plus ou moins
stables et ne change pas en hypoxie racinairetetadartielle comparés aux témoins.

- Cependant plusieurs acides détectés n'ont pas édefr différences comme I'acide
aminoadipique, I'acide butirique, l'acide ascorbigliacide ascorbique d1, I'acide
citramalique, I'acide galactonique, I'acide galaotnique, I'acide gluconique, 'acide
linolénique, I'acide octanoique, I'acide coumarigud’acide ribonique (figure 1V.14).

- Un ensemble des sucres ne sont pas affectés coenmaltiose et le sucrose (figure

IV.15) ; ils restaient plus ou moins stables.

B- Analyses statistiques
Pour faciliter le resonnement dans nos analyséistijues, un numéro et un nom avec le
poids et la condition expérimentale sont associéisague échantillon (voire tableau « a » du

tableau 1V.1) avec :
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- RnTm pour les échantillons des racines des plantesiténid©l a 10)

- RnHmM pour les échantillons des racines des planteygoxie totale (N°11 a 18)

- RnHmMH pour les échantillons de la partie des racinelBypoxie (N°19 a 26), des
plantes en « split root » (hypoxie partielle)RHHMN pour les échantillons de leur

deuxieme partie de racines en normoxie (N°27 a 34)

a) ACP : Analyse en Composantes Principales

En déterminant les axes qui représentent le miesixarrélations entre les variations des
métabolites, des groupes d’échantillons, pour lelsgies profils métaboliques présentent des
similarités, sont mis en évidence (figure 1V.16).
Cette analyse montre, d’'une part, que les échamsilde chaque groupe sont répartis dans un
espace bien déterminé et sont proches les unsuties a d’'autre part, les échantillons des
deux groupes de plantes : en hypoxie totale (N°18)aet en hypoxie partielle (N°19 a 26
pour la partie des racines en hypoxie et N°27 @4 la partie des racines en normoxie)
présentent plus de corrélations (sont plus protdgesins des autres) entre eux, comparés au

groupe témoin (N°1 a 10).

b) Analyse de variance a deux facteurs
Les métabolites, variant significativement entnagque série des deux répliquas, ont été
recherché pour indiquer pour chaque échantillonjalaur des deux facteurs de variation :
temps et condition expérimentale. Nos résultassgmtés en détails avec les valeurs de « p-
value » calculées, dans les tableaux 1V.2, IV.341st V.5, montrent que :
- Pour le facteur ¢&mps » 74 métabolites varient d’'une facon significat{6&%
des métabolites détectés).
- Pour le facteur eondition », 111 métabolites varient d’'une facon significative
(92% des métabolites détectes).
- Pour le facteur ¢ondition x temps » 78 métabolites varient d’'une fagon
significative (64% des métabolites détectes).
- 10 métabolites ne varient pas d'une facon sigriifiea(8% des métabolites

détecteés).
c) Classification hiérarchique (HCL)

L’'analyse des échantillons et de leur taux de noditals permet de les grouper en

fonction de leur ressemblance (niveau d’expresabde schématiser ces regroupements sous
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forme d’arbre. Les arbres permettent de mettrevishece les groupes de métabolites qui
suivent la méme tendance (clusterisation).

Pour chacun des deux facteurs, temps et condifimsi pour la combinaison «temps x
condition », on remarque que plusieurs groupes étabolites, variant significativement, sont
divisés en plusieurs groupes ou chaque groupeseme les métabolites qui suivent la méme
tendance dans les trois conditions étudiées (figuré7 et 1V.18), comparés au groupe
témoin (N° 1 a 10 pour le groupe témoins, N°11 @d@ le groupe en hypoxie totale, N°19 a
26 et 27 a 34 pour les deux parties des racinéygoxie et en normoxie respectivement, des
plantes en hypoxie partielle). Ces résultats monuge’ils existent des groupes de métabolites
qui répondent spécifiguement ou directement a I'kigeacinaire (chez le groupe des plantes
en hypoxie totale et la partie des racines en higpdes plantes en hypoxie partielle), des
groupes de métabolites qui répondent directementaectement a I’hypoxie racinaire (chez
le groupe des plantes en hypoxie totale et les gantxes racinaires des plantes en hypoxie
partielle) et des groupes de métabolites qui né pas affectés par I'hypoxie racinaire,
comparés au groupe témaoin.
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IV-2-2-2 Dans les feuilles
A- Variations des métabolites
Les plantes en hypoxie partielle « split-root »let plantes en hypoxie totale, ont
montré des modifications dans leur partie aérieules, difféerents métabolites mesurés par
GC-MS ; les métabolites identifiés, sont diviséstris grands groupes : un groupe affecté
directement, un deuxiéme groupe affecté directemeimdirectement et un troisiéme groupe
non affecté par I’hypoxie racinaire comparés awpgestémoin.

a) Meétabolites affectés directement par I’hypoxie racaiaire

Ces métabolites ont été affectés par réponse egsdilypoxique racinaire totale, compareés

aux plantes en hypoxie racinaire partielle et térmoCes métabolites comportent :

- Les acides aminés comme la lysine qui s’est acatendés la premiére semaine du
stress et continue jusqu’a I§semaine. D’autres acides aminés comme I'aspatate
I’'homosérine sont diminués avec des différenceasifiigtives (figure IV.19).

- Les acides organiques : I'acide fumarique, lactigigoyruvique qui sont diminués
(figure IV.20).

- Les acides suivants : ribonique, ascorbique et ri@gae, qui sont accumulés. Par
contre les acides, citramalique, décanoique etiraigkie, qui sont diminués ; cette
diminution est plus marquée chez l'acide citramaique chez les autres acides ou
cette diminution est un peu tardive.

- Les sucres qui sont accumulés comme le galactasahinose, le maltose et le ribose

qui présente une différence plus marquée (figurg1y/

b) Métabolites affectés directement et indirectementar I’hypoxie racinaire
Ces métabolites se divisent en plusieurs groupes

- Les acides aminés et leurs précurseurs : parnadiees aminés qui ont montrés des
modifications dans la partie aérienne des plangsr@ponse a I'’hypoxie racinaire
totale et partielle (split-root), il y a ceux gemnt accumulés comme |'A-alanine, la
glutamine d (un dérivé de la glutamine), la glyciliésoleucine, la leucine, la
lévoglucosane, la lysine, la phénylalanine, la ipml la sérine, la thréonine, , la
tryptophane, la tyrosine et la valine et ceux dquitsdiminués comme l'asparagine,
'aspartate, le B-alanine et la glutamine (figuve22).

- Les acides organiques : par réponse a I'hypoximaae totale et partielle, les acides

organiques impligués dans le cycle de creps comamdé citrique, malique,
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pyruvique, ketoglutarique et d’autre part, I'acighosphorique et son dérive, le
phosphorique, sont diminués comparés aux plantesing (figure 1V.23).

- Les polyamines : I'ornithine et la putrescine qumisdiminués (figure 1V.24).

- Drautres métabolites comme l'acide butirique, abitpre, benzoique, galactonique,
galacturonique, glucarigue, glycolique, lauriquecotinique, tétradécanoique, T-
ferrulique et thréonique, sont accumulés (figure.2By; cependant, l'acide
glutamique, linoléique, malonique, malonique trigogroglutamique ont montré une
diminution.

- Les sucres comme le fructose, le digalactosylgbleérle fucose, galactinole,
galactosylglycérole, glucose, glycérol, maltosectdae, mélibiose, myo-inositol,
rhamnose, sucrose, thréitol et tréhalose sont adésm(figure 1V.26) tandis que
d’autres sucres comme le glycérol 2P et 3P sonihdiés.

c) Métabolites non affectées par I’hypoxie racinaire :

Certains métabolites n'ont pas répondu a I'hypoa@naire totale et partielle et ne
sont pas affectés par ce stress dans la partienaérides plantes comparées aux plantes
témoins. Parmi ces métabolites, on a :

- Les acides aminés: la figure 1V.27 montre I'évintde l'arginine, la cystéine,
I'éthanolamine et la méthionine ; on remarque gee a&cides aminés sont plus ou
moins stables et ne présentent pas des difféeremtesles différents groupes étudiés.

- Parmi les polyamines, la spermidine (figure IV.28).

- Les acides suivants : aminoadipique, octanoiqukmipque, P-hydroxybenzoique et
salicylique (figure 1V.29).

- Parmi les sucres, le fructose 6P, le glucose @&Phdmnose, le sorbitol, le tagatose et

le B-sitostérol (figure 1V.30).

B- Analyses statistiques
Dans nos analyses statistiques des échantillona gartie aérienne des plantes, un
numeéro et un nom avec le poids et la condition exmhtale correspondante sont associés a
chaque échantillon (voire tableau « b » du tabl¥ali) avec :
- FnTm pour les échantillons de la partie aérienne dastes témoins (N°35 a 44)
- FnHm pour les échantillons de la partie aérienne dastes en hypoxie totale
(N°45 & 52)
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- FnHmH pour les échantillons de la partie aérienne desitgs en hypoxie

partielle ou « split root » (N°53 a 60)

a) ACP : Analyse en Composantes Principales
Les axes qui représentent le mieux les corrélagotie les variations des métabolites
sont déterminées pour permettre de mettre en éwdesans a priori, les groupes
d’échantillons pour lesquels les profils métabolgpeésentent des similarités ; la répartition
des échantillons est présentée dans la figure V@1 remarque que les échantillons de
chaque groupe de plante, sont bien assemblés les wadé des autres et ce sont bien

distingués de I'ensemble des échantillons des aigh@ipes.

b)  Analyse de variance a deux facteurs
Les métabolites, variant significativement entraque série de deux répliquas, ont été
recherché pour indiquer pour chaque échantillonjalaur des deux facteurs de variation :
temps et condition expérimentale ; nos résultatssgmtés en détails avec les valeurs de « p-
value » calculées, dans les tableaux IV.6, IV.781st V.9, montrent que :
- Pour le facteur ¢emps » 72 métabolites sont modifiés d’une facon sigatifice
(60% des métabolites détectes).
- Pour le facteur eondition », 103 métabolites sont modifiés d’'une fagon
significative (85% des métabolites détectés).

Pour le facteur ¢ondition x temps » 64 métabolites sont modifiés d’'une fagon
significative (53% des métabolites détectés).
- 16 métabolites ne sont pas variés d’'une faconfgigtive (13% des métabolites
détectés).

c) Classification hiérarchique (HCL)

La comparaison des échantillons et de leur tauxékabolites permet de les grouper en
fonction de leur ressemblance (niveau d’expressabde schématiser ces regroupements sous
forme d'arbre. Les arbres permettent de mettrevihegce les groupes de métabolites qui
suivent la méme tendance (clusterisation).

Pour chacun des deux facteurs, temps et condifimsj pour la combinaison «temps X
condition », on remarque que dans la partie aéeiecmmme dans les racines des plantes des
différents groupes, les meétabolites, variant sigaifvement, sont divisés en plusieurs
groupes ou chaque groupe représente les métabglitegiivent la méme tendance chez les
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deux conditions étudiées (figure 1V.32 et IV.33)mparés au groupe témoins (N° 35 a 44
pour le groupe témoins, N°45 a 52 pour le groupégpoxie totale, du N°53 a 60 pour le
groupe des plantes en hypoxie partielle). Ces tasuhontrent qu’ils existent des groupes de
meétabolites qui ont répondu directement a I'hypaaienaire (chez le groupe des plantes en
hypoxie totale), des groupes de métabolites quirémbndu directement et indirectement a
I’hypoxie racinaire (chez le groupe des plantehgooxie totale et en hypoxie partielle) et
des groupes de métabolites qui ne sont pas affpatd$ypoxie racinaire.

IV-2-3 Etudes de I'expression de genes

L’étude de I'expression de genes marqueurs dusstrggoxique racinaire, mAIaAT et
GABA-T, dans les racines et la partie aérienne, tneoih la surexpression de ces deux genes
chez les deux groupes, en hypoxie totale et en Xigppartielle (figure 1V.34), ou
'expression de ces deux genes est stimulée danslérix parties des racines, en hypoxie et

en normoxie (split-root) comparés aux témoins.
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V-3 Discussion
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Afin d’étudier I'effet du stress hypoxique raciraisur le développement des plantes,
soumises a ce stress d’une facon totale (hypoxadedoou partielle (hypoxie partielle), nous
avons suivi le développement des plantes duraetmames de stress.

Les résultats obtenus indiquent que les plantdsypoxie partielle et les plantes en hypoxie
totale, ont tendance a se développer plus rapidementles plantes témoins ; cependant,
contrairement aux plantes en hypoxie totale, qoircencent a perdre leur biomasse des la

4éme

semaine du stress, les plantes, en hypoxie partoeintinuent a se développer jusqu’a la
7°™ semaine. Plusieurs espéces, sensibles a I'hypmadgiaire, ont développé des

mécanismes d’adaptation (Bailey-Serres et Voese2@b8) qui sont notamment associes a
divers réactions physiologiques, biochimique et éuolaires, qui aboutissent a des
changements des caractéeres anatomiques et morghaegie la plante (Comstock, 2002 ;

Colmer et Voesenek, 2009).

Au niveau métabolique, nos résultats ont montrélgsiglantes ont répondu au stress
hypoxique racinaire par des modifications de leatabolisme azoté dans leur partie racinaire
et aérienne. Le systéme de « split-root » étatis@gour essayer de mieux comprendre la
relation entre ces deux parties des plantes et qugure leur comportement lorsqu’elles sont
soumises au stress hypoxique racinaire d’'une faeotrelle. Les figures 1V.35, 1V.36, V.37
et IV.38 montrent que la réponse des plantes (gilitesot »), a I'hypoxie racinaire, a été
transmit dans les différentes parties des plaetesnodifiant leur métabolisme. D’autre part,
le métabolisme carboné a été aussi affecté paressst les niveaux des sucres détectés ont
montré des changements significatifs (en « split spo
Comme les glucides constituent les principalesrvésede carbone chez les plantes, la
capacité a utiliser ces réserves pourraient éggoresables de la survie des plantes dans des
conditions de stress abiotique (Goggin et ColméA72. Les quantités de sucres ont été
analysées par réponse au stress hypoxigue racjrlaigaccharose, le glucose et le fructose
sont les principaux sucres présents chéfedicago truncatula », et nos données ont montré
une augmentation significative de ces sucres daasrdcines et les parties aériennes,
accompagnée d’'une baisse significative de la cdrat@n du raffinose. Les variations des
concentrations de sucres semblent étre associgee augmentation de la croissance et une
utilisation accélérée de sources d'énergie.

Cependant, malgré l'importance du carbone et Badans la détermination de nombreux
traits physiologiques et agronomiques (Iglesiasalet 2007), il y a peu d’information

concernant l'influence de I'hypoxie racinaire seurlconsommation, transport et distribution.
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Récemment, l'attention a également été porté sumkcanismes de transduction du signal
conduisant & ces réponses (Arbona et Gomez Cad®fiBs; Rodriguez-Gamir et al., 2011).
En fait, I'hypoxie racinaire a une conséquence imiaté sur la production d’ATP & cause de
la diminution de la disponibilité d’'oxygene ; potwmpenser cet effet, la plante doit générer
du NAD" (nicotinamide adénine dinucléotide, pouvoir oxyiigar d’autres voies alternatives
sans utiliser 'oxygene (Drew, 1997) en induisa#® ¢enes impliqués dans la glycolyse et la
fermentation pour assurer le passage de la ragpiraérobie a la fermentation (Peng et al.,
2001). Beaucoup de métabolites identifices par G&-dWez« Medicago truncatula », en
hypoxie racinaire, sont impliquées dans la glyoe|yla fermentation et le métabolisme des
glucides primaires ; ces résultats sont en acceed d’autres études qui ont montré que les
enzymes métaboliques impliqguées dans ces mécan@mestimulées (Chang et al., 2000),
comme 1l'alcool déshydrogénase (ADH), I'énolase et glycéraldehyde-3-phosphate
déshydrogénase (GAPD) et le pyruvate décarboxyl@®BC). La glycolyse, liée
principalement a I'éthanol et a la fermentationahtate, représente le principal moyen pour
recycler le NADH, nécessaire pour maintenir le mé&rae de la glycolyse et la production
d’ATP ; cependant, la fermentation alcoolique egdlément importante pour la production
d'énergie dans des conditions anaéerobiques. P&egoent, il existe ces deux principales
stratégies métaboliqgues pour compenser la baissggBne, mais toutefois, ces stratégies ne
peuvent étre que transitoires et ne seront januffisantes pour maintenir les niveaux d'ATP
dans les normes, a long terme sous stress hypoxagpieaire d’ou la mort des plantes
observée dans nos résultats au bout de la 7éménsema

Les études récentes se focalisent plus sur la @mapsion des mécanismes de
communication, reliant la partie aérienne et lgipaacinaire de la plante. Dans ce contexte,
il est important d’évoquer que les changements tlanseau d'ATP pourraient servir comme
signal pour la suite des réponses adaptatives geatde par réponse a ce stress. En outre,
chez les plantes, I'adénine nucléotidique jouedlmaelé dans la régulation de la signalisation
intracellulaire et extracellulaire et peut réguleactivité des canaux ioniques (Lew et
Dearnaley, 2000 ; Tang et al., 2003) ; cependace, jaur, la seule preuve de la signalisation
de I'ATP en condition d’hypoxie racinaire reste reémulation de I'expression du gene
d'hémoglobine (Hill, 1998).
Nos résultats ont montré que la réponse de laglsmiimise au stress hypoxique racinaire
était transmise de la partie racinaire vers laigpatrienne (qui sont en normoxie) ; d’'autre
part, le message est transmis ensuite, de la @tienne vers la partie racinaire qui est en

normoxie (systeme de split-root) et donc la répoadéhypoxie racinaire est une réponse
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spécifique caractérisée par la transmission d’gnadia travers toute la plante et qui pourrait
étre sous différentes formes (Voesenek et al., 199%biecke et al., 1999): Plusieurs
régulateurs de croissance et d'autres moléculsigdalisation pourraient y intervenir.
L’éthylene : sa synthese augmente rapidement (atid®4 h) sous hypoxie racinaire (Drew
et al., 1979 ; Lorbiecke et Sauter, 1999) ; l'augmaion de la production d'éthyléne, sous
hypoxie racinaire, est induite par 'accumulatioAGC et la forte activité d’ACC synthase
(kende, 1993 ; Olson et al., 1995) ; En fait, 'A@&t synthétisé puis transporté vers la partie
aérienne sous stress hypoxique (Shiu et al., 1988)fois dans les feuilles, il est converti par
'ACC oxydase en éthyléne (Kathiresan et al., 199Mpis la biosynthése de I'éthylene sera
ensuite inhibée, car la conversion de I'ACC en léttey par 'ACC oxydase nécessite de
'oxygéne (Peng et al., 2001).

D’autre part, ils existent d’autres molécules qougnt un role trés important dans la
signalisation du stress hypoxique, des racines lenzartie aérienne des plantes, comme
I'acide abscissique (ABA), l'acide gibbérelliqueA)Gl'auxine (AIA) et les cytokinines (CK) :
Sous stress hypoxique, la concentration foliaikB&® augmente d’'une fagon transitoire et
elle est doublée dans la seve (Newman and Smit,)188n qu'il existe plusieurs rapports
entre I'accumulation de I'ABA et la réponse a ltwip racinaire, il y a d'autres études qui
suggerent le contraire ; par exemple, chez Aralsidopes niveaux endogenes de I'ABA sont
restés inchangés et chez le riz, ils diminuent stness hypoxique (De Bruxelles et al., 1996 ;
Azuma et al., 1995) et les niveaux élevées d’ABA lgme d'une maniére exogene
(Hoffmann-Benning et Kende, 1992) réduisent lasgance des feuilles cheZRanunculus
sceleratus » (Smulders et Horton, 1991) ePotamogeton pectinatus » (Summers et Jackson,
1996). Le r6le de I'acide gibbérelligue dans lansiiation de la croissance des feuilles est
bien établi (Rademacher, 2000 ; Rijnders et al97)9d’autres études montrent la relation
entre 'augmentation de la concentration de I'agdsbérellique et la sensibilité a I'éthyléne
pendant le stress hypoxique (Raskin and Kende,)1%Bgpendant, la réponse peut varier
selon les espéces, comme ckdumex acetosa », les niveaux de I'acide gibbérellique restent
inchangés, bien que ceux de I'éthylene augmenteadars de I'lhypoxie racinaire (He et al.,
1996). L'implication de l'auxine dans la réponse sitess hypoxique a été également
démontré par lI'augmentation transitoire des nivedentranscrits de deux genes sensibles a
l'auxine pendant le traitement a I'hypoxie racm@iAA2, IAA3) (Klok et al., 2002 ; Visser et
al., 1996). Enfin, les cytokinines peuvent égaleipanrticiper a la signalisation (cross-talk)
lors de la réponse au stress hypoxique commeté d@montré chez le tournesol ou le tau de

cytokinines dans la seve brute est considérablerdduit apres 24 heures d’hypoxie racinaire
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(Burrows and Carr, 1969), cela par la baisse dmtaentration d’oxygene dans la zone de

production de cytokinines, le méristeme apicalmaice (Zhang et al., 2000).

En fin, un rdle tres important du NO, par réponglygpoxie racinaire, a été bien identifié par
des études ultérieures, qui ont démontré son iepdic dans la transduction du signal de
cytokinines qui est, a son tour, impliqué dan<lzutation de la tolérance au stress hypoxique
(Zhang et al., 2000 ; Libourel et al., 2006). N@gante également des étapes communes dans
la voie de transduction du signal de I'AIA (Gouwdaal., 1997). Cependant, le NO a été
récemment identifie comme une composante du rédeasignalisation d’ABA, impliqué
dans la régulation stomatique (Garcia-Mata et L&n&gt2002 ; Neill et al., 2002). Malgré,
l'importance du NO dans la réponse a I'hypoxie dhezplantes, il n'existe pas beaucoup

d’informations sur son rble exact.
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Figure IV.1 : Graphes d’évolution de la biomasse en maticaetfe et seche de la partie aérienne chez les
plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partiellet»« témoins » en fonction du temps (en semaides)

traitement.
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Figure IV.2 : Graphes d’évolution de la biomasse en matiaaietfie et seche de la partie racinaire chez les
plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partiel»« témoins » en fonction du temps (en semaines) d

traitement.
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Figure 1IV.3 : Graphes d’évolution de la thréonine et de l'aditdezanoique dans les racines des plantes en
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « ténsoien fonction du temps (en semaines) de traitemen
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Figure IV.4 : Graphes d'évolution du digalactosylglycérole, ed, galactose 1, galactosylglycérole, glucose
1 et 2 et du ribose dans les racines des plantestgmpoxie totale», « hypoxie partielle» et « témsob en
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Figure IV.5 : Graphes d’évolution de 'alanine (alfa et betajleigaba dans les racines des plantes en « hypoxie
totale», « hypoxie partielle» et « témoins » ercfmm du temps (en semaines) de traitement.
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Figure IV.6 : Graphes d’évolution des différents acides aminé&suraclés dans les racines des plantes en
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» comparés a&uémoins » en fonction du temps (en semaines) de

traitement.
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Figure IV.7 : Graphes d'évolution de racinaire I'acide succimigliacide fumarique, I'acide kétoglutarique,
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Figure IV.8: Graphes d'évolution d’'ornithine, spermidine et rpatine, dans les racines des plantes en
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « ténsoien fonction du temps (en semaines) de traitemen
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Figure IV.9 : Graphes d’évolution de I'acide butanoique, I'adidelroxyglutarique, I'acide benzoique, I'acide
glycérique, I'acide glycolique, I'acide lauriqguéadide malonique, I'acide malonique tris, I'acid&atinique,
I'acide oléique, I'acide palmitique, I'acide P-OHerzoique, I'acide stéarique, I'acide trans-acouéid’acide
tétradécanoique, I'acide thréonique, I'acide thigoerlactone et I'acide shikimique, dans les resides plantes
en « hypoxie totale», « hypoxie partielle» et «d@érs » en fonction du temps (en semaines) de naité
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Figure 1V.10 : Graphes d’évolution de I'acide vanillique et I'deisalicylique, dans les racines des plantes en
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « ténsoinen fonction du temps (en semaines) de traitemen
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Figure 1IV.11 : Graphes d'évolution du fructose 1, fructose 2¢tivae 6P, B-sitostérol, galactinole, mannitol,
myo-inositol, glucose 6P1, glucose 6P2, glycérbicérol 2P, glycérol 3P, mannose 1, tréhalose,ttiiedet
thréitole d2, dans les racines des plantes en axigpotale», « hypoxie partielle» et « témoinswf@nction du

temps (en semaines) de traitement.
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Figure IV.12 : Graphes d’évolution du mélibiose, raffinose, rhas® ribose, xylose 1 et 2 et du maltose 1,
dans les racines des plantes en « hypoxie totalaypoxie partielle» et « témoins » en fonctiontdmps (en

semaines) de traitement.
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Figure IV.13 : Graphe d’évolution d’éthanolamine dans les racaes plantes en « hypoxie totale», « hypoxie
partielle» et « témoins » en fonction du tempss@maines) de traitement.
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Figure IV.14 : Graphes d'évolution de l'acide aminoadipique, itlec butirique, I'acide ascorbique, I'acide
ascorbique d1, l'acide citramalique, I'acide gad@dque, I'acide galacturonique, I'acide gluconigliecide
linolénique, l'acide octanoique, I'acide coumariqet I'acide ribonique, dans les racines des plames
« hypoxie totale», « hypoxie partielle ou 10% xé¢moins » en fonction du temps (en semainesjgiternent.
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Figure IV.15 : Graphes d'évolution du maltose et du sucrose tEngacines des plantes en « hypoxie totale»,
« hypoxie partielle ou 10% » et « témoins » en fimmcdu temps (en semaines) de traitement.

ﬂ} Racines
N* [ Mom tube | Condition
1 RI1TO MNormoxie
2 R2TO Normaoxie
3 RIT1 MNormaoxie
4 R2T1 MNormaoxie
5 RI1T2 MNormaoxie
] R2T2 MNormaoxie
7 RI1T3 MNormaoxie
g R2T3 MNormaoxie
9 RITS MNormaoxie
10 R2TS MNormaoxie
11| RIH1 | Hypoxie totale
12| R2H1 | Hypoxie totale
13| RIH2 | Hypoxie totale
14| R2H2 | Hypoxie totale
15| RIH3 | Hyposie totale
16| m2H3 | Hyposie totale
17| miHs | Hyposie totale
18| R2H5 | Hypoxie totale
19| R1HI1H Hypaxie
20| R2ZHI1H Hypazxie
21| R1HZH Hypazxie
22| R2H2ZH Hypazxie
23| R1H3H Hypoxie
24| RZH3H Hypoxie
25| R1HSH Hypoxie
26| R2ZH5H Hypoxie
27| RI1HIN
28| RZHIN
29| R1H2ZN
30| RZHZN
31| RI1H3N
32| R2ZH3N
33| R1HS5N
34| R2ZH5N

b) Feuilles

M* | MNom tube | Condition

35 F1TO Narmoxzie
1 F2TO Narmoxie
37 F1T1 Normoxia
38 F2T1 Normaoxia
] F1T2 Normoxzie
40 F2T72 Normoxzie
41 F1T3 Narmoxie
42 F2T3 Normoxia
43 F1TS Normoxie
44 F2T5 Normoxzie
as| FiH1 | Hypoxie totale
46| F2H1 | Hypowsie totale
a7| FlHZ | Hyposie totale
48| F2H2 | Hypoxie totale
43| FiH3 | Hypoxie totale
50| F2HI | Hypoxie totale
51| F1HS |Hypowsie totale
52| F2HS | Hyposie totale
53| F1HIH Hypoxie

54| F2HIH Hypoxie

55| FI1H2ZH Hypoxie

56| F2ZHZH Hypoxie

57| F1H3H Hypoxie

58| F2H3IH Hypoxie

59| F1H5H Hypoxie

60| F2ZHS5H Hypoxie

Tableau IV.1: listes des échantillons (a: racines et b: fesjllavec le numéro, le nom et la condition
expérimentale correspondante.
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Figure IV.16 : Projection des échantillons des racines des deoxpgs, en hypoxie totale et en hypoxie
partielle, sur les axes de I'ACP et leur répanttion groupes présentant des similarités et montemnt

corrélations entre eux, comparés a ceux du grarmein.

w Témoin Normoxie | Hypoxie totale | Hypoxie partielle Hypoxie
' Normoxie

11-12 19-20 27-28

1314 21-22 29-30
15-16 23-24 31-32
17-18 25-26

Tableau IV.2: Tableau d'analyses de la variance a deux factpuésentant les différentes conditions
expérimentales étudiées en fonction du temps (s@wpdans les racines. Le temps T=0 semaine n'&tgas
défini car, a ce temps, nous ne disposons pasmeede pour les conditions « hypoxie ». Les échansll et 2

(T=0 - témoin) n'ont donc été assignés a aucunpgou

147 -



Métabolite Temps | Condition | Temps = Condition hbtabolite Temgs | Condition 1emgs » Condition Akinbolite Temgs an dition | Temps u Condition
[p-value) | [p-value) {p-value) [p-value] | |p-value) [p-valus] [p-waluge)] | (p-value) [p-value]
shidmicac | 0.000% | 0.000% DLO03% Palmitic ac D00 | 0.000% 1,037 Maleic ae O66H% | 0.000% 0.000%
Fthanolamine | 0.000% 0.000% 0.141% Cipsteing 0. 065 0.000% 2.249%, Levoglucossn | 0.775%% 0,000% 0.001%
Tetrader 0.000% | O.000% 0.001% Threital 0.054% | 0.000% 13.954% 2-Ohglutar 0817 | 0.000% 7.411%
Stearic ac 0.000% | 0000 0.003% Mannose 1 0.072% | 0.000% 7.351% Urea D.907T% | 0.008% B.361%
Pheils 0.000% | 0000 0.734% Rhamnose 2 | OUOB2% | 0.000% DLAT3% Hylose 2 0.925% | 0.000% 0.030%
Trp 0.000% | 0.000% D.001% Ribose D084 | 0.000% 115108 Nylose 1 0.926% | 0.000% 0.027%
Nicotinic s¢ | 0.000% | 0.000% 0124% Lys 0.004% | 0.000% 0. Bdd % Galsctogyls | 0.935% | 0.000% 0.320%
Galactomicac | 0.000% | 00005 DO23% Citrie ac D095% | 0.000% 0.001% p-OHbenzode | 0.997% | 0.000% 50.617%
™ 0.000% | 0.000% DOGA% Galactinal 0.133% | 0.000% 3_298% Thr 1.085% | 0.000% |:|.\.31 g%
HS&r 0.001% 0000 0.100% [Citrarmalic 0.332%: 0,000 0077 % Ghyceric ac 1.097% 0.000%: 0. 237%
Threonic lacz | 0.001% 0.000% b.338% Lawifie ki 0.135% 0.000% 0L002%. Leu 1.265% 0.000% 0.019%
Maltose 1 0.002% | o.oo0 0.170% Arabinose D.1E6% | 0.000% 0.000% glyteral 3P 1.275% | 0.000% 3.171%
Putrescing D002 | o000 0.043% Glycollc ac 0.177% | 0.000% 1.099% Malonic o 1.550% | 0.000% ug;m
Myo-inositol | 0.003% | 0.000% 0.000% Amincadipic | 0.206% | 0.001% 0.632% T-Aconitic 1H35% | 0.000% D.l*l.*bﬁ
Decanaic ac 0.003% 0.000% 0.000% Threonic ac 02355 0.000%: 0.313% Galacturo 1 1.926% 10,0003 0.0T4%
PR onoe | 0.000% 0.BET% His 0.270% | 0.000% 0.015% Pipecolicac | 1.990% | 0.000% 2&.5?2‘!:1-
Malicac | 0.009% | 0.000% 0.000% Pyrogiu QEfin 0.000% 02095 L BENER 00005 e
Gin o000 0.000% 0.006% Pyrunvic st 0.3IE% LR £1.865% Fucose X 3.19%% 0.050% 3% 619%
p—— onii% | 0.000% OBRE Tagstose 1 p.arre | o.000% 0.163% 24bis OH-But | 3.322% | 0.000% 15.415%
Digalactosyl | D.014% | 0.000% Li13% Glyerrol 0.417% | 0.000% 0.149% Val 352 3% G'ﬂ?‘.:m u.\?e.s%_
Salicylic ac 0.015% 0.000% 0.030% Raffinose 0.421% 0,000 31.568% Hexsnodc ac 39624 0.057% 30.281%
Rhamnose 1 | 0.021% | 0.000% 0.681% Gl 0.425% | 0.000% 0.001% Asp 4.008% | 0.000% 0.006%
Met o025 | 0.000% 0.356% Suceinic ac 0.518% | 0.000% 0.327% Gly 4.590% | 0.000% D.IB7%
Fumaricae | 0027% | 0.000% 0.4865% i o TR 15 R LAGES
Aketoghu2 | 0.035% | 0.000% 2. 987%
Melibiose 2 | 0.035% | 0.000% 21.901%
Galactose 1 0.03 7% 0.000% 0.009%
Tableau 1V.3 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenaesapalyse de la variance a deux facteurs,
présentant les différents métabolites significabifar le facteur «temps» dans les racines. PlysJealue est
faible, plus la variation du métabolite n’est sfgrtive. La valeur 0.000% correspond a une valefdérieure a
0.0005%.
ot | e, [ g™ | | waimbarte | ores S T~ v o on | | wuumsems | o GO <o
Putrescine 0. D% O U043 N Tetradex 0. DD D000 D01 M. Galactinal 0122% D000 I I58%
Decanodc ac 0.003%% 0.0 OO0 % Raffinose 0.421% 0,000 IL.SEEN B-Sitosteral 39.046%: D.000% 24.878%
Gl D.A25% | 0.000% 0.001% Pro so.806% | 0.000% 0_BEA% Glucoss 2 g295% | o.0o0% 0.1EE%
Myo-inositol | 0.003% 0000 OLO00% et 0.025% 0,000 02569 Pyiuvic ac 0.328% L0008 61.865%
WVanillic sc 45.412% 0000 FL121% Citric & (e L 0 A DUD01 % Clurarmalic 0132% 0000 D.OTFFs
GABRA 149, 2245% 0000 0L1E6% 1l 3. 0535 0,000 L0601 2 dbds OH-But 3.312% 0000 15.4815%
Stearic ac D.D00% 0L RN OLO03% Louric ac 0.135% 0,000 0.00Z2% D-AcetylSer 9.513% 0000 5.5:07%
Shikimic ac O OO 00 QLO03% Malondc ac 1. 5500 0,000 Oas0% Tagatose 1 D37T3% OLO00%G 0. 1635%
Gy 4 55 QAR DL2E TS Maleic ac D.o08% D000 CUD00%: Galactonic s 0.000% 0.000% (R EFE
Malic ac D.000% | 0.000% 0.0005% His 0.270% | 0.000% 0.015% Mannosel | 0.072% | 0.000% 7.351%
Gin 0.010% | 0.000% 0.006% Glucaricac | 26.387% | 0.000% 05355 Lys o.0aa% | 0.000% 0 BaA%
Aap 4.008% | 0.000% OLO06% PhedAls 0.000% | 0.000% 0.734% Phesphoric ac | S4.0868% | 0.000% 1.ETEN
Lactic ac 8010 D000 1 178% A-ketoghs? 0.035% 0 003 2. 98T et 19 099% 0000, 1507 7%
Sadcinic ac D.518% 0.000% 0.32T% Ghyoeric ac L0 TF% D000 OLEITH: Suoroie O.006% D000 O.BEI%
Ber 17.384% 00007, OL0545%, HEer 0001 % 0000 DLLO0 % Threonic kac? 0.001% D.000% 0. 22495
Pyroglu 027 0,000 OLO09%, Padmiltic ac 0.0a0%: 0. 0% 1.932% Ueacil 14.979% 0. 000%, 17.387%
Bl annit ol b 5T 0003 U005 % Cysteing 00865 00003 2. 249% Malonic tris 28.490% 00003, 12.201%
Tip 0,000 0000 0001 % DHgalactosyl 0.014% O OO 1.113% glyceral 2P 13.9131% D000 54.158%
T-Aconitic 1.835% | 0.000% 0.295% Gatactosyls | Dodss | 0.000% 0.370% Rhamnose2 | 00829 | o.000% 0.423%
Tyr 0000 0. 000 0,065 Trehalose 75385 0,00, AT A43% Rhamnose 1 D.02T% 00004 0.E81%
Galactose 1 .03 7% 0, 000% O OS5 Arabdnose 01865 0,00 OLO00%: B-Ala SP 4TI 0. 000%: R
Orn az.338% | 0.000% 0. OO Furnaric ac o027 | 0.000% 0.ABE% Pipecolic ac | 1.990% | 0.000% 2B.552%
Thr 1.085% 0, 000% 0.015% Fructose 1 47 908% 0,000 0LD0S% Threondc lac 19.620% D.000%: 11.141%
Arg 21 529%: 0, 000 0. 0DES Myhose 1 0.9265% 0000, OUOZEE S Aminoadipic D.206% 0001 % 0.632%
Maltose 1 o.002% | 0.000% 0.170% Xylose 2 pe25% | o000 0.030% Glucose-6P2 | 21 664% | 0.002% 94.97 7%
Gln dl 0.011% D:000% D.EERE Threltal 0.0548% DA 13 954 Fructoze-GPF 5.662% D006 20.139%
Threonic ac 0.235% 0, 000% 0.3135% Fructose 2 S8, 70N O OLOZEN Urea 090 H D00 B.351%:
‘wal 3.623% 0. 000 0. 028 2-Drhgglertar 0. B175% 0.0 74115 Dhedc ac 52.496% D.045% J1.398%
Benzole se 0.532% | 0.000% 11625 Ribose p.ooa% | 0.000% 11.510% Fucose 3 3.199% | 0.050% 30.619%
Threital d2 95 089% 0. 00083 0.DEG% ghypceral 3P 1. XT5% 0.0 F.171% Hexmnolde ac 3.962% 0.057% A0.281%
Lesis 1.265% 0, 0003 0.01%% Glucose 1 3. TT1% 0000 0095 % Spermidine Bb.18L% D060 0.224%
Micotinic ac | 0.000% | 0.000% 0.134% Levegluensan | 0.779% | 0.000% 0.001% Linoleicac | 24.734% | 0331% 10.094%
Belibiose 2 0.035% 0. 000 21 901% Ghycerol D.417% 0000 OL149% Glind2 14.389% 0162% A2 830%:
Phosphoric T.966% 0. 00036 0.197% A-Ala 21.589% | 0.000% 55.021% Sorbital 8.741% OLASOS 47157
Ethanolamine 0,000, 0, D003 0.141% Glycolic s 01T QAR 1.099%. Maltose 2 11.727% 1.8834'% 35.326%
Galscturo L | 1.906% | 0.000% 0.074% Octanclcsc | 18.446% | 3as1% 3 GRS
Salicylic ac 01 5% 0,000, OU030% Lactiose J BL152% 4. 543% S4. 72N
p-OHbensoic D975 0,00 SG1T%
Gluco:=-5P1 | 49.493% | 0.000% 26.722%

Tableau IV.4 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenaesapalyse de la variance a deux facteurs,
présentant les différents métabolites significatifsir le facteur «condition» dans les racines. Riysvalue est
faible, plus la variation du métabolite n'est sfgmitive. La valeur 0.000% correspond a une valeférieure a

0.0005%.
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Métabolite I::Tlrlil T;'l'i:tlﬁ']" T"":’:“:T:h"
Decanaic ac 0.03% 0.000%: 00D
Arabinose 0.166% 0.000% 0000
Myo-inosital 0.003% 0L000%: 0.0
Mallic ac 0.0 00005 0.0
Maleic ac 0.568% 00008 00D
Trp 0.0 0000 0.001%
Glu 0.425%% 0.000%: 0.001%
Citric ac 0.0495% 0.000%: 0.001%
Tetradec 0,000 0.000% 0.001%
Levoglucosan | 0.779% 0.000%: 0.001%
Lawuric ac 0.135% 0.000%: 0.002%
Shikimic ac 0000 0L000%: 0.003%
Stearic ac L 00005 0.003%
Mannitol 6.57T% 0.000%: 0.005%
Gln 0.010% 0.000%: 0.006%
Aap o (0E 0L000%: 0006
Arg 21.829% | 0.000% 0.006%
Ornm 32.338% | 0.000% 0. 0E
Galactose 1 0037 % 0000 0.0
Fructose 1 47 .908% 0.000% 0.0
Pyroglu 0.27TM% 00005 0.0
His 0270 0.000%: 0.015%
L 1.265% 0.000%: 0.01%%
Thr 1.085% 0.000%: 0.019%
Kylose 1 0.906% 0L000%: 0.005%
Galactonic ac | 0.000% 0.000%: 0.023%
Fructoze 2 SE.770% | 0.000% 0.023%
Wal 1.613% 0.000%: 0.028%
Kylose 2 0.925% 0L000%: 00308
Salicylic ac 0.019% 0.000% 0.030%
Putrescine 0.02% 0.000%: 0.0:43%
Ser 17.884% | 0.000% 0.054%
13 3.053% 0.000% 0060
Tyr 000 00005 0.064%
Threitol d2 95.089% | 0.000% 0.6
Galacturo 1 1.928% 0.000%: 0.07a%
[Citramialic 0.132% 0.000% 0.07T%
Glucose 1 5 IT1% 0.000% 0.095%
HSer 0.001% 0.000% 0.100%

Mitabalite {::':I‘:’H E:‘:T:;‘ T““;T_‘::r‘m
Micotiniea: | 0.000% | D.000% 0.124%
Ethanolamine | 0.000% | 0.000% 0.141%
Glyesrol | 0.417% | 0.00D% 0.149%
Tagatosel | 0372% | D.000% 0,163%
Glucoie 2 B8.295% 0.000% 0.166%
Malmse1 | o.002% | o.0o00% 0.170%
SARA 19.27¢% | o.ooom D.186%
Phospharc | 7.966% | 0.000% 0.197%
Spermidine | 6.181% | 0.060% 0.224%
Theeonic lsc2 | 0.001% | 0.000% 0.229%
Glyeerlesc | L0O97% | 0.000% D237
Met D025% | D.000% 0.256%
Gly 4.590% | 0.000% 0.287%
T-Aconhic | 1835% | 0.000% 0.295%
Threonicae | 0.235% | 0.000% 0.313%
Succlnica: | 0.518% | 0.000% 0.327%
Galsctogyds | 0.935% | 0.000% 0.329%
Rhamnose? | 0.082% | 0.000% 0.423%
Fumaricar | 0.027% | 0.000% 0.4BE%
Glucaricac | 26.367% | 0.000% 0535
Aminosdiple | 0.206% | n.o01% 0.632%
Lys o094% | nooos 0.644%
Bhamnose1 | o021% [ oooos D.EEI%
Phela 0.000% | 0.000% 0.734%
Siskrate D006% | D.000% 0.883%
o 50.B0E% | 0.000% 0.884%
Gin d1 0011% | 0.000% 0.848%
Malonicac | 1558% | 0.000% 0.950%
Ghycolicae | 0.177% | 0.000% 1.099%
Digalactosyl | 0.014% | 0.000% L113%
Berzolcnc | 0.532% | 0.000% 1.162%
lacticac | B010% | 0.000% 1178%
Phosphoric ac | 54.086% | 0.000% 18793
Pabmiticac | 0.040% | 0.000% 1.932%
Cysteine | 0.046% | 0.000% 2.249%
aketoghz | 00353 | oooow 2.982%
glyceral3r | 1275% | o.ooow 3.171%
Galsetinol | 0.122% | D000 3.208%
Deancicac | 18.4d6% | 3881% 3609%

Tableau IV.5 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenaesapalyse de la variance a deux facteurs,
présentant les différents métabolites significgisir le facteur « temps x condition » dans lemezc Plus le p-
value est faible, plus la variation du métabolitesh significative. La valeur 0.000% correspondrés waleur
inférieure & 0.0005%.
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Figure IV.17 : Classification hiérarchique sous forme d’arbreu@®risation), des différents métabolites qui
varient significativement dans les racines et ginvent la méme tendance selon le facteur « ten{asgauche)
et le facteur « condition » (a droite) avec le ntoressocié pour chaque échantillon.

Les métabolites rassemblés représentent ceux ¢l anéme tendance (détectés par GC / TOFMS) pérdan
semaines de stress hypoxique racinaire. Chaquarvaprésente la moyenne de deux répétitions inatgpees
pour chaque temps de traitement. Les couleursteduge indiquent une diminution ou une augmentatie la
concentration de chaque métabolite par rapporeayps T = 0 semaine (début du stress), respectiveshda

couleur noire indique l'absence de variation. Lgraapement a été fait avec la méthode de corrélat®

Pearson.
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Figure V.18 : Classification hiérarchique sous forme d’arbreu§Brisation), des différents métabolites qui
varient significativement dans les racines et ginent la méme tendance selon le facteur « temgmnglition »
avec le numéro associé pour chaque échantillon.
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Figure IV.19 : Graphe d’'évolution de la lysine, I'aspartate hbthosérine dans la partie aérienne des plantes en
« hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinairetipe» et « témoins » en fonction du temps (emaees) de
traitement.
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Figure IV.20: Graphe d'évolution de Il'acide fumarique, lactiqygyruvique, ribonique, ascorbique d1i,
héxanoique, citramalique, décanoique et shikimigiags la partie aérienne des plantes en « hypagieaire
totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témsob en fonction du temps (en semaines) de traiteme
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Figure 1V.21: Graphe d'évolution du galactose 1, arabinose,aseltl et ribose dans la partie aérienne des
plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoa@mnaire partielle ou 10% » et « témoins » en fomatlu temps
(en semaines) de traitement.

- 153 -



—4—Normoxie

A-Alanine Glutamine d1 —+-Nomoxie Gly(;ine —+-Nomoxie
- Hypoxie & Hypoxie - Hypoxie
W ) Hypoxedusptrao oo Hypoxie du splitroot 0062: Hypoxie du splitroot
i e 1 'y : 1
16 T 0012 1 004 .
15 \/ 001 0035
»
TR v 008 p M T —
0 b4 I Z 005
<13 0,006 002
12 0,004 0015
001
1L 0,002 0,005
1 T T T T ) 0 T T T T ] 0 ; T T T ]
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (semaines) Temps (semaines) Temps (semaines)
Isoleucine 4 Namoe Leucine 4+ Namoe Levoglucosane —+~Nomorie
05 —i-Hypoxie ) —-Hypoxie 000 —#-Hypoxie
04 Hypoxie du splitroot 09 Hypoxie du splitroot 0,0018 T 1 /! Hypoxie du splitroot
035 08 0,0016 P e
07 k 0,0014
03 .
B DR
g £ 0 <0 /
02 <o oog |
055 03 00006
0t 02 00004
0,05 01 0,0002
0 T T T 0 T T T 0 T T T
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (semaines) Temps (semaines) Temps (semaines)
Lysine —4—Nomoxie Pheny|a|anir|e ——Nomoxie Proline ——Nomoxie
00 —-Hypoxie 009 —-Hypoxie 2 —i-Hypoxie
/l/l\./' Hypoxie dusplitroot 008 Hypoxie du splitroot Hypoxie du splitroot
01 . ' ‘
I N 007 ) . % 2
] SNy 006 =,
g 0% 2005 o 15 - .
< Y < ]
0,04 < 1 ' /
0,04 003 \__”_,/6
002
002 05
001
0 T T T ) 0 T T T | 0 T T T
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (semaines) Temps (semaines) Temps (semaines)
Sérine ~4-Nomoxie Thréonine —4—Nomosie Tryptophane —4—Nomosie
0% —i-Hypoie 06 —-Hypoxie o —-Hypoxie
0 Hypoxie dusplitroot i Hypoxie du splitroot 0,018 /\/ Hypoxie du splitroot
! ‘ 0016
s "/'/I\ \l/' 012 ) . ! ) ) ' .
02 \'\v/'—__‘ o U o 0012 \\‘/,,_‘
0 2 x
&: Z 00 < 00l
05 006 008
01 0,006
oot 0,004
0 02 0002
0 T T T T ) 0 T T T T ] 0 T T T T ]

Temps (semaines)

Temps (semaines)

=
—
~
w
o

Temps (semaines)

- 154 -




—+-Nomoxie

Tyrosine —+-Nomoxie Valine —+-Nomoxie B-Alanine
02 —-Hypoxie 07 —-Hypoxie ~Hfipore
Y o ) o 001 Hyposie duspliroot
018 Hypoxie dusplitroot 0% Hypoxie dusplitroot 000 "\l\‘/’\“
016 0008 7
! #,
01 05 Y . \I/ \/
g o= 0006
</ £ £ 0005
008 r’\’\'/"_‘ <03 oo
006 02 0003
00 0002
00 0'1 oL
0 T T ) 0 T T ) 0 T T T )
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (semaines) Temps (semalnes) Temps (semaines)
Glutamine - Nomaie Asparagine —4+-Nomoxie Aspanate —-Normoxie
- —B-Hypoxie —-Hypoxie
10 Hypoxieduspltroot 03 hyporieduspltrot 05 p Hypoxiedusplt oot
o 1 045
006 ‘ 04 ¢ 3
2 0% .
. 005 ' 03 \
Z 0 015 20 \
< <
03 . - 12 —— 1
00 o i 05
' 0 01
00L ‘ 005
0 T T 1 0 T T T | 0 T T T 1
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (semaines) Temps (semaines) Temps (semaines)

Figure 1IV.22 : Graphes d’évolution de I'A-alanine, la glutaming (un dérivé de la glutamine), la glycine,
l'isoleucine, la leucine, la lévoglucosane, la mgsila phénylalanine, la proline, la sérine, laédmine, le
tryptophane, la tyrosine, la valine, le B-alanilzeglutamine, I'asparagine et I'aspartate, dangddie aérienne
des plantes en « hypoxie racinaire totale», « higptacinaire partielle »g et « témoins » en fonttitu temps

(en semaines) de traitement.

- 155 -




Acide citrique 4+ Nomoie Acide malique ~+Nomoe Acide pyruvique 4 Normore
—-Hypoxie —-Hypoie —-Hypoxie
018 _ 05 _ 008 |
06 [ Hypoxiedusplitroot Hypoxie dusplitroot 0007 Hypoxie dusplitroot
' 02
0 0006 |
; 012 o 0B o 005 J e
¢ 01 R R ;_E o B .
008 o
0l 003
006
0 05 ooz
002 0001
0 T T T T ) 0 0
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (semaings) Temps (semaings) Temps (semaines)
Acide Ketoglutarique 4~ Nomotie phosphorique 4 Nomorie Acide phosphorique 4 Nomorie
—-Hypoxe —i-Hypoxie —i-Hypoxie
0006 . s " 108 "
Hypoxiedusplitroot 008 n Hyporie dusplitroot Hyporie dusplitroot
0005 ) wsy |
00004 0,06 T . i 0,02
| £ :
0 00003 <o <o
Cop 003 001 \
- = 2 \
0,001 N\ L T 0 0005 N i
) ‘0 0 TT———
0 1 2 3 5 0 1 2 3 5 0 1 2 3 5
Temps (emaines) Temps (Semaines) Temps (Semaines)

Figure IV.23 : Graphes d’évolution de I'acide citrique, maliqpgruvique, ketoglutarique, phosphorique dans
la partie aérienne des plantes en « hypoxie raeirtatale», « hypoxie racinaire partielle » et madéns » en
fonction du temps (en semaines) de traitement.
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Figure 1V.24 : Graphes d'évolution de l'ornithine et de la puties dans la partie aérienne des plantes en
« hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinairetiplie » et « t¢émoins » en fonction du temps (emaines) de

traitement.
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Figure 1V.25 : Graphes d’évolution de I'acide butirique, ascodgigbenzoique, galactonique, galacturonique,
glucarique, glycolique, laurique, nicotinique, &&técanoique, T-ferrulique, thréonique, glutamidumléique,
malonique, malonique tris et pyroglutamique, latipaaérienne des plantes en « hypoxie racinairalebot
« hypoxie racinaire partielle » et « témoins » @mcfion du temps (en semaines) de traitement.
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Figure V.26 : Graphes d'évolution du fructose 1 et 2, digaladgigcérole,

fucose 2, galactinole,

galactosylglycérole, glucose 1 et 2, glycérol, msdt2, lactosel et 2, mélibiose 1, myo-inosit@mhosel et 2,
sucrose, thréitol, tréhalose et glycérol 2P etd#fAs la partie aérienne des plantes en « hyposieaiee totale»,
« hypoxie racinaire partielle » et « témoins »@mcfion du temps (en semaines) de traitement.

- 160 -




Arginine —+Nomorie Cys[éine —-Nomoxie
- Hyposie - Hyposie
0012 B 0,003 B
Hypoxie du spltroot Hypoxie du spltroot
oy R 00025 )
1 = S
<06 70005
0,004 0,001
0,002 0,0005
0 T T T 0 T T 1
0 1 2 3 5 0 1 2
Temps (semaines) Temps (semaines)
Ethanolamine 4 Nomorie Méthionine 4~ Nomorie
—-Hypoyi —-Hypoxi
. ypoxie o0 ypoxie
' Hypoxie du splitroot 00%5 Hypoxie du spltroot
061 B = i '
05 N e |
’ o057 ] ’ \‘//
o 04 <o \/‘\1 \/
g
! 0015
02 001
01 0,005
0 T T ) 0 T \
0 1 2 3 5 0 1 2
Temps (semaines) Temps (semaines)

Figure IV.27 : Graphes d’évolution des différents acides amira¥s affectés par le stress hypoxique racinaire
(larginine, cystéine, éthanolamine et méthionidens la partie aérienne des plantes en « hypokiaaiee

totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témsob en fonction du temps (en semaines) de traiteme
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Figure IV.28 : Graphes d’évolution de la spermidine, dans lai@adrienne des plantes en « hypoxie racinaire

totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témsob en fonction du temps (en semaines) de traiteme
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Figure IV.29 : Graphes d’évolution de I'acide aminoadipique, notque, palmitique, P-hydroxybenzoique et
salicylique, dans la partie aérienne des plantes leypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaiegtiglle » et
« témoins » en fonction du temps (en semaineskgiternent.
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Figure IV.30: Graphes d'évolution des sucres non affectés patréss hypoxique racinaire (fructose 6P,
glucose 6P2, rhamnose 2, sorbitol, tagatose etoBtérol), dans la partie aérienne des plantes leypexie
racinaire totale», « hypoxie racinaire partiellet>x t¢moins » en fonction du temps (en semairefaitement.
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Figure IV.31: Projection des échantillons des parties aériemlessdeux groupes, en hypoxie totale et en
hypoxie partielle, sur les axes de I'ACP et leyrardition en groupes présentant des similaritéaattrant les
corrélations entre eux, comparés a ceux du gramein.

Téemoin Normoxie | Hypoxie totale Hypoxie partielle

37-38 45-46 53-54

Tableau IV.6: Tableau d'analyses de la variance a deux factpuésentant les différentes conditions
expérimentales étudiées en fonction du temps (s@wpidans la partie aérienne. Le temps T=0 semangas
été défini car, a ce temps, nous ne disposonsgasmhées pour les conditions « hypoxie ». Lesréitloas 1

et 2 (T=0 - témoin) n’ont donc été assignés a agraape.
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Termps Condition | Tem, Condition Temps Condition | TempssCondition Temgs Condition | TempsxCondition
Metabodite [P"":ﬂ [p-walug) [u::ﬂmh Mbrahnie [p-whpzi [p-walus) r:‘!ﬂplﬂ, i |p—ualze:| {pwalue) ﬁ:u--\,.-aluej
Galactesylc | 0.001% | oooos 0.157% Ascorbic dl | 0112% | 0.000% 0.993% Ethapolamine | O.698% | 1.275% 17.885%
™ 0.001% | oo 1 2B0% Tyr 01205 | 0.000% 00975 B-Ala 0908% | ©0.003% 7.300%
Mannos=1 | 0.001% OLOOORS 0.096% Lawric ac O E25% 0.001% 0363% GABA 0.9140% 0.745% 26, 176%
Maktose 2 OO0 5 0.0 0.D09%: Arabinose 0.132% 0000 2.363% Fumaric ac 1.008% 0.000% FATAR
Val p.oos% | oooo 1.976% Ser 0.138% | o0.000% 2 3IB4% A-Ala 1169% | ooars I0.A59%
Digalactosyl | 0.009% | opo0w 0.0BE% Threonicac | 00845 | 0.000% D.Fox% Palmitic ac 1.196% | oaams 0.544%
Lactose 2 0.011% | ooy 0.734% Threonic lac | 0178% | 0.000% 0.8 26% glhycerol 3P 1277 | ocooax 0,216%
HEer 0.012% D00 0014% Rhamnose 2 0.1B3% 3.128% 9.735% Fructase 2 1.383% 0.000%: T T1a%
T-Ferulicae | 0012% | o000 1.530% Mylose 1 0.2705% | 0.000% 4 GETY Pipecolicac | 1.50E% | 0.008% £.043%
Sucrose 001 0,000 0114 Kylose 2 D31B% 10,0000 3 248% Glyceric ac 1.58 3% OO0, 0.515%
Trehalose 0.o1a% | oooms 1 751% Maleic ac 0.323% | o.oome 0.7 80% P-Coumare | 1.754% | 0.002% 3. ERO%
Glycerol 0.010% | 0.000% 0.432% Fro 0335% | 0.000% 0.761% Fructose 1 1.949% | o.o00% 5.257%
Uracil po1e% | oooow 57075 Decanpic ac | O0.6% | 0.001% 5.962% 24bis OW-Due | 2.00E% | o.osex 7.510%
Phedls o.019% | oopoosw 225%% Trp 0.378% | o000 3A09% Spermidine | 2.082% | 0.034% 26 607%
Shikimic st 0.019% | 0.000% 0.5E8% Maltose 1 0.437% | 0.000% 2ETSR Gln d1 2179% | 0.002% 0.500%
Micotinic ac 0.021%: 0.000% 22.708% Pyroglu 0825 0000 1.399% M alonic triz 2.251% 0.000% 55.175%
Thr 0.024% 0.003% 0.BE53% Linoledic ac 0553 0,001% a0 Cltrarmalic 3 1E% O.000% 0.0525%
oy 00255 | 0.000% 2.893% Benrolcac | O.56ES% | 0.000% 0-364% A-kstoghi2 | 2.384% | 0.559% 3685%
Rhamnose 1 | 0.025% | 0.000% 7, 755% Galactonicac | 0577% | o.000% 1.894% H icac | 2622% | 0.000% 10.094%
Lew 0031% | oooos B.312% Urea 5a0% | 0000w 4.337% Linolenleac | 3193% | oo01% 0.I66%
Swccinicse | 0.031% | o.o00% 0,3BE% Pruvic sc 0.e6E% | 1438w 73.411% Ghycolie ac 36974 | 0.004% 0.541%
Putrescins 0038% | oooow 0.007%
Met Q03E% | 19328% 48,0899
Gluccee 2 0039 | o.ooow 2.613%
Mabenic ac | 0045% | 0.000% 0.000%
Tetradec o047 | oooos 0,448%
Lys 0.073% | o.ooox 3BT
Threhol d2 | O.086% | o.ooow 03975
Myo-nositel | 01008 | 0.000% 1.050%
Threitol 0.102% | o.ooo% 0,918%
Tableau IV.7 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenaesapalyse de la variance a deux facteurs,
présentant les différents métabolites significaiidisir le facteur «temps» dans la partie aérienius. |B p-value
est faible, plus la variation du métabolite n’eghicative. La valeur 0.000% correspond a uneuainférieure
4 0.0005%.
Métabolite Termgs Condition | TempsxCondition e Temps | Condition | TempsxCondition b r-:;-mpsI l:;ﬂncub.on TempsxCondition
lp-walue] | [p-walue) lo-walue) [p-value) | {pvalue) [p-walue) {p-value) | ip-valee] {p-value)
Mannitc Te03% | o000 0.843% Mannosel | O.001% | O.000% 0.00E% Gin d1 1.179% [ .0.002% 0.500%
Malonic ac O.M55% 0,000 0000 Surcinic ac 0.031% 0.000% 0.3B6% P-Coumaric 1.754% 0LO00Z% 3.880%
Sucrose 0012% | 0L000% 0.15a% Nicotinicse | 0.021% | 0.000% 22,708% B-Ala o90a% | Doz 7.309%
Fro 0.335% 00009 0.761% Gy 0.025% 0.000% 2.893% Thr 0.024% 0.003% D.853%
Tyr 0.120% | o.oooe: 0.087% Maleic ac 03r3% | o000 070 glyceral 3P 1277% | 0.008% 0:216%
Asn 6.4803% | pDiooow 0.43E% Phefls 0.019% | 00008 2.253% Glycolic ac 1.697% | 0.004% 0.541%
Trehalose o014 | 0000 1.751% Uracil 0.018% | o.ooos 5 T0T% Phosphoric | 510945 | D004% 1.566%
Glicose 2 0.030% | 0.0 2.613% Furmaric ac 1008% | 0.000% T2TA% Pipecolic ac 1508% | 0.006% 5.043%
Maltose 2 o.004% | ouoooe 0.0 Ly= 0.073% | 0.000% IEITH Fucose 2 73.276% | D.010% 0.203%
Glu 13.979% | 0.000% 15784 Ghycerol O.014% 00009 0432% Gluconic ac £.110% 00265 3.100%
Fructose 2 1.383% 0,000% 3.7 14% Digalactosyl 0,00, 0.000% 00854 Spermidine 2.082% D.034% FE_BOT
Mylase 1 02reK | oooos 4 B8R Galactonicac | 0577 | 0.000% 1ES% Arg 24.754% | 0.035% 6.795%
Kyhose 2 0318% | ouoodss 3.248% Maltose 1 0.437% | o.ooos TETER A-Ala 1.169% | 0.041% 0_450%
Lactose 2 0.011% | 0000 0.734% shikimicee | 0.019% | 0.000% 0.5 HE% glyceroi2p | 2o 3424 | DoDs3% 14.047%
Mialic ac 15.253% [ 0,000% 2.545% Galactosyic | 0.001% | 0.000% 0187 24bis OH-But | 2018% [ O.056% 7.510%
Gl £971% | ouo00% 6.915% Melibiose 1 | 13.663% | 0.000% E 523 2-Ohglutar | 20.288% | ooos@% 15341%
Fructose 1 1.8948% (aale a3 525 Rhamnosse 1 a.0355% 3.000%, F.reEe, T-Aconitic BS. TR0 OLa05s 1=t 1
Putrescine o.038% | poops 0.007% Tetrade: o0a7xH | o.ooos 0.848% Palmitic ac 1196% | 0187 0.544%
TFerulicac | 0012% | DO00% 1.530% Benzole ac 0568% | 00008 0.364% Lactic ac 5.508% | 0267% 40.670%
Myo-inosital | 0.100% | 0.000% 1.050% Glucaric ac samy | oooos 7.302% Levoglucosan | 32 651% | D.301% 93 776%
He 0.001% | 00009 1.280% Threoniclac2 | 20.460% | 0.000% 24 693 Galactinal | 37.0995% | 0373% 46.597%
Citric ac L361% | ouooow 0.831% A-DMButyric | B38&% | 0.000% 17.824% A-ketoghul 2 364% | D.550% 3.685%
g 14 D26% 0005 15 81 Glyceric ac 1.662% 0.000% 0.515% GARA 0.910% 07455 26.176%
HSer O.012%, OLO00% D.014% Hexanoic ac 2.622% 0.000%: 100094 % Ethanolamine | (0.698% 1 275% 17_885%
Arabinose O.132% OLO00%E 2.362% Ser 01385 00009 £384% Lactose 1 A0 A1F% 1.278% 21.175%
Malonic tris | 2.261% | 0.000% 55 175% Linoleic ac e §EA0% Salicylicas | B2508% | 1.350% 18.BT2%
Leu 0.091% | puoops £.312% Stearic ac 19.175% | 0.000% 11.824% Pyruvic ac o668% | 1436% 73411%
Threonic sc | 0.154% | 0U000% 0.792% Lauric ac o1rs% | oooin 0.363% Galacturo 1 | Be.e5os | 1782w a0 S02%
Thieital 42 o.096% | 0000 0.397% linolenic e | 3.193% | 0.001% 0.265% Rhampose 2 | 0.183% | 3128% 0.735%
val 0.006% | 0.000% 1.976% Decanpicac | 0.346% | 0.001% 5 HEIY
Trp 0.37a% | ooooox 1.409%
Ribose Bb.A02% LOOODE 2. 833%
Ascorbic o 16 53 0% OLOOD%: 76.995%
ph;::::;“m — — Tableau IV.8 : Tableaux des valeurs de la «p-value », obtenaes p
Emonicec | 7.480% | 000 24315 analyse de la variance a deux facteurs, présertmntdifférents
Ascorbicdl | 0.112% | D.000% 9.993% métabolites significatifs pour le facteur «condito dans la partie
bl R L D.3ia%k aérienne. Plus le p-value est faible, plus la variadu métabolite n'est
Orn r.021% | o.oo0% 208775 s Y d 2 P inféri N
P BT T T significative. La valeur 0.000% correspond a unéwa inférieure a
Glucose 1 50.719% | 0Lo00% 2 2604 0.0005%.
Galactose 1 9.192% DLDODSE 4. 750%
Threanic lac D178% L0005 0.326%
Urea D.580% Duo00oss 4.332%
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Temps | Comdition | T ndition N c |
wine | o e ||| mome | | || wete | | | et
Malonicac | 0.045% | 0.000% (.000% Shikimicac. | 0.019% | 0.000% 0.588% Arghingse | 0.132% | O.000% 2.362%
Putrescine | 0.038% | 0.000% 0.007% lactose 2 | (011% | 0.000% L734% Ser 0.138% | 0.000% 2.354%
Maltose 2 0.004% | 0.000% 0.009% Maleic ac 0.3523%. [ 0.000% 0. 740% Malic mc 15.253% | 0.000% 2.545%
H5er 0012% | 0.000% (.014% Pro 0.335% | 0.000% 0.761% Glocose 2 | 0039% | Q000% 2513%
Cirramalic | 2318% | 0.000% udol% Threonicae | 0.164% | 0.000% (L792% Glocosa 1 | 50.719% | 0.000% 2.B60%
Digalactosyl | 0L000% | 0.0D0% 0.086% Threoniclac | 0.178% | 0.000% (LE260 Maltose 1 | 0437% | 0.000% 2875%
Manntse 1 | 0.001%. [ 0.000% 0L.096% Citric ac 5.361% | 0.000% HE31% Ribose BA0K: | 0.000% 2 BE3%
Tyt 0.120% | 0.000% 0.097% Mannltal TEO3% | 0.000% (LB43% Gly 0025% | 0.000% 2 3%
Sucrose 012%. | 0.000% 0.114% The 0.02a% | 0.003% .B53% Meliblose 2 | 61.499% | 29.182% 3.101%
GalactosylG | 0LO01% | 0.000% 0.157% Threital 0.102% | 0.000% VRE S Gluconbcae | A.110% | O02&8% 3.102%
Fucose 2 T3276% [ 0.010% 0.203% Myi-inosital | 0.100% | 0.000% 1.059% Hylose 2 0318% | O.000% 34BN
glycerol 3P | 1207% | 0.004% 0.216% lle 0.001% | 0,000% 1.780% Tro 0378% | 0.000% 309%
Unolenicae | 3.193% | 0.001% 0.266% Pyraghu 0.402% | 0.000% 1.399% Adetoglud | ZipdR | 0.559% 3.685%
Lauric ac 0.125% [ 0.001% 0363 T-Ferulicac | 0.012% [ 0.000% 1.530% Fructose 2 | 1.3B3% | O.000% 3.714%
Benzolcac | 0568% | 0.000% 0.364% Phosphoric | 51.00u% | 0.004% 1.566% Lys 0.073% | 0.000% S
Suecinleac | 0.031% | 0.000% 0386% Glu 13.979% | 0,000% 1.578% PCoumarke | 1.754% | 0.002% 3 a0
Threitol d2 0.096% | 0.000% 0397% Trehslose 0.014% | 0.000% 1.751% Lirea 05o0% | O.000% §.337%
Glyceral 0.014% | 0.000% 0.432% Galactonicac | 0.577% | 0.000% 1E94% Ribonleac | TAEOW | 0.000% 4.431%
han G.AGI% | (L000% 0.438% Val 0.006% | 0.000% 19765 Hylose 1 0.279% | 0.000% 4. 687%
Tetrader 0.047% | 0.000% 0 dddt Phetla 0.019% | 0.000% 2.753% Galactose 1 | 9.107% | 0.000% 4 TE0%
Gin d1 L179% | Q002% 0.500%
Glyeericae | 1.6B2% | 0.000% 0515%
Glycolicar | 3.697% [ 0.004% D541%
Palmitic sc | 1.196% | 0.187% 0.544%

Tableau 1V.9 : Tableaux des valeurs de la « p-value »,
présentant les différents métabolites significgidsr le facteur «temps x condition» dans la pafieenne. Plus
le p-value est faible, plus la variation du météboh’est significative. La valeur 0.000% corresgai une
valeur inférieure & 0.0005%.

obtenaesapalyse de la variance a deux facteurs,
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Figure 1V.32 : Classification hiérarchique sous forme d'arbreu@®risation), des différents métabolites qui
varient significativement dans la partie aérienheué suivent la méme tendance selon le factewmps » (a
gauche) et le facteur « condition » (a droite) deamuméro associé pour chaque échantillon.
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Figure IV.33 : Classification hiérarchique sous forme d’arbreu§Brisation), des différents métabolites qui
varient significativement dans la partie aérienhej@ suivent la méme tendance selon le factewmps x
condition » (a gauche) et le facteur « conditiqa droite) avec le numéro associé pour chaque &itban
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Expression du géne (mAIaAT) dans les racines
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Expression du géne (GABA-T) dans les racines
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Figure 1V.34 : Graphes d’évolution de I'expression des genes «afihl» (a gauche) et « GABA-T » (a droite)
dans les racines et la partie aérienne des plantesstress hypoxique racinaire totale et part{sfiit-root) en

fonction du temps (en semaines) de traitement.
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Métabolisme primaire, azoté et carboné dans les racines des plantes en hypoxie racinaire
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Figure 1V.35 : Visualisation des changements des métabolites dabmiésme primaire, azoté et carboné dans
les racines des plantes en hypoxie racinaire cadsparx plantes témoins en fonction du temps (emises) de
traitement. Les valeurs sont présentées sousn@&fde « moyenne * erreur standard » (nb de répétiti2).
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Métabolisme carboné dans les racines des plantes en hypoxie racinaire
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Figure 1V.36 : Visualisation des changements des métabolites dabwiésme carboné dans les racines des
plantes en hypoxie racinaire comparés aux plage®ins en fonction du temps (en semaines) de rimaitée
Les valeurs sont présentées sous la forme de «mmeyeerreur standard » (nb de répétition = 2).
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Métabolisme primaire, azoté et carboné dans la partie aérienne des plantes en hypoxie racinaire
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Figure 1V.37 : Visualisation des changements des métabolites dabmiésme azoté et carboné dans la partie
aérienne des plantes en hypoxie racinaire comparéplantes témoins en fonction du temps (en serspnihe
traitement. Les valeurs sont présentées sousn#&fde « moyenne * erreur standard » (nb de répétiti2).
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Chapitre V : Conclusions et perspectives
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Dans ce travail, nous avons étudié I'aspect phggique de la plante et I'aspect
métabolomique sous stress hypoxique racinaire.
Le stress hypoxique racinaire est un stress abmiigu est connu pour affecter le rendement
des plantes (Horchani et al., 2008), et notre dibjétait d'examiner dans quelle mesure le
développement et le métabolisme des plantes peutréire affectée.
Dans nos expériences, I'application du stress higexracinaire était trés efficace et notre
modéle d'étude est valide. Grace a des approchesdisciplinaires de physiologie
moléculaire et cellulaire, ce travail a recherchés demses métabolomiques et des
caractéristiques moléculaires qui permettent aantps de« Medicago trucatula» de
répondre a des conditions de stress d’hypoxie a&ein
L’ensemble des changements par réponse a I'’hypaxieaire : affectation considérable du
développement des plantes, accumulation des a@desés essentiels, stimulation de
'expression de genes impliqués dans le métabolisrote, fonctionnement accélérée de la
respiration et de la photosynthése, accélératiota détesse d’incorporation d’azote dans la
plante, montrent les effets directs du stress higp@xracinaire et la maniére d’adaptation et
d’acclimatation des plantes face a ce stress.
La réponse des plantes au stress hypoxique rexi@aiété observée dans les racines
(soumises en hypoxie) mais aussi bien dans laepaétienne ; pour cela, nous nous sommes
intéressés a mieux comprendre cette relation éegrdeux parties de la plante par réponse a
ce stress.
L’étude de la transmission du signal entre les dearties (split-root), aérienne et racinaire,
des plantes a montré que la partie aérienne etrtee pacinaire (en normoxie) des plantes (en
hypoxie partielle) ont aussi répondu au stress higoexracinaire et que cette réponse est
systémique car méme en mettant une petite parseratenes de la plante en hypoxie, la

réponse a été détectée dans la partie aériennaslaatre partie des racines en normoxie.

En général, la survie des plantes sous stress lgpoxacinaire comprend plusieurs réponses
biologiques ; le contr6le du métabolisme énergétida disponibilité des sources d'énergie, la
fourniture des produits génétiques essentielsyrithése des macromolécules et la protection
contre I'effet post-hypoxique, représentent lesagpales réponses. Ces stratégies ont été
étudiées depuis longtemps et les adaptations ae#al et moléculaires, conduisant a la
tolérance a I'hnypoxie, sont de plus en plus éveenMalheureusement, les détecteurs

concernés et les voies de transduction de signawpigués ne sont pas encore trés bien
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connus. Il est cependant de plus en plus évideatl'qnduction des réponses adaptatives

dépend plus de l'efficacité de ces signaux plutétde leur nature.

Ce travail offre des perspectives afin d’'une meike compréhension des aspects
meétabolomiques et de la communication entre lagaatinaire et aérienne des plantes par
réponse au stress hypoxique racinaire. Pour dlesrlpin, il serait intéressant de récupérer la
seéve des plantes pour y effectuer une analyse nmétalopie, dans le but d’identifier les
meétabolites qui pourraient se transmettre depuisert la partie aérienne et racinaires des
plantes.

D’autre part, I'’étude pourrait étre complétée etedrinant I'implication de chaque molécule
de signalisation selon I'hypothése suivante : plus molécules interviennent dans la
transmission du signal, étant qu’une voie de sigatbn pourrait étre commune a des stress
différents (Pastori et Foyer, 2002). Par conséquegite hypothése laisse supposer que la
perception ou la réponse au stress hypoxique massdes molécules intermédiaires connues
en tant que des molécules signales.

La suite évidente de ce travail est I'étude dedavelle génération des plantes transgéniques
de Medicago qui seront obtenues (travail en colrs$.tests de germinations et des études de
phénotypage devraient étre effectués sous stregexigye et ensuite en impliquant le
systeme de split-root. En fin, I'étude du glutamatéshydrogénase (GDH) sera trés
intérréssant a réaliser vue son role importanuepqurrait étre prépondérant dans la réponse
a I'hypoxie racinaire.

En fin, dans ce travail, nous avons étudié I'aspégsiologique et métabolomique de
la plante sous stress hypoxique racinaire. La csimh et les perspectives de ce travail ont
fait I'objet d’'un article soumis au journal « Moldar Plant » et qui montre le r6le majeur de
I'alanine amino transférase (AlaAT) dans la répatséda plante au stress hypoxique racinaire
et durant la phase de récupération post-hypoxiepo#aboration avec les autres enzymes du
métabolisme azoté primaire, glutamate déshydrogérglatamine synthétase et glutamate

synthase.
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The absence of a tissue or a system dedicatedytgenxuptake and delivery to the organs in
plants may create localized hypoxic environmentsnmneygen diffusion is hindered by the
anatomy and the structure of the tisege dense cell packing. Developing and germinating
seeds, tubers, bulky fruits, meristems, germingpiojen, and the phloem are the organs the
most likely to lack oxygen even when the whole plangrowing in aerobic conditions.
Environmental conditions like flooding or soil wdteging are the other major cause of more
or less prolonged periods of hypoxia / anoxia @uté slow diffusion of oxygen in water and
competition of the roots with respiring microorgams. In the context of climatic change
arable farmland productivity is threatened by mbeavy precipitation and more frequent
flooding and waterlogging events because crops weteselected to cope with oxygen
limitation (Bailey-Serres et al., 2012; Bailey-S=rrand Voesenek, 2008; Licausi, 2013).
Consequently, like adaptation of plants to droughtl saline stress, low oxygen stress
deserves more interest from the scientific comnyumibhd more financial support from
stakeholders. Low oxygen sensing, signaling anghtatian of plants to its limitation at both
cellular and whole plant levels should be invesédamore thoroughly, and derived
knowledge should be taken into account in breegimogirams and agronomical practices for
saving plant fitness, growth and development evbeannoxygen availability is low (Licausi,

2013).

THE ROLE OF METABOLIC ADJUSTMENT IN CELLULAR ACCLIM  ATION TO
LOW OXYGEN STRESS
Hypoxia-induced inhibition of mitochondrial oxide#i phosphorylation results in an energy

crisis due to the reduction in ATP production thatomes insufficient to meet the needs of
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energy demanding processes (Greenway and Gibbs3).200e increase in the rate of
glycolysis and subsequent increase in substratd TP production tends to ameliorate the
energy crisis. In plants ethanol rather than tacfarmentation regenerates NADthis
regeneration is crucial to maintain higher rateglgtolysis. Efficiency of this strategy for
ATP production is very low, it is carbohydrates tbpsand it drains very quickly the carbon
store of the cell leading to carbon starvation aetular death. Therefore it appears that
management of carbon reserves is crucial for survgan hypoxia (Albrecht et al., 2004).
The ability to supply the roots with carbohydratdse substrate of alcohol fermentation
during prolonged periods of soil anoxia appearedatsrminant in waterlogging tolerance of
the common ashH-faxinus excelsior) (Jaeger et al., 2009). Similarly hypoxia/anoxeastive
seeds of wheat and barley do not induce amylasdsrumypoxic / anoxic conditions of
germination in contrast to anaerobic germinatiomygetent rice seeds (Guglielminetti et al.,
1995). Comparison of microarray data of 21 orgasismpresenting plants, animals
(including Homo sapiens), fungi and bacteria submitted to varying degreésoxygen
deficiency showed that reconfiguration of centierbon metabolism was generally conserved
across organisms (Mustroph et al., 2010). By cehteconfiguration of nitrogen metabolism
in particular amino acids metabolism via alaninententative pathway was activated only in
plants. Alanine fermentative pathway does not regge NAD and unlike several
metabolites known for their either signaling or teative role upon stress conditions, alanine
intrinsically may not play a protective role in fojic stress, therefore the question is how the

alanine fermentative pathway provides plants witheehanism to tolerate hypoxic stress.

ALANINE AMINOTRANSFERASE SAFEGUARD CARBON IN A NITR OGEN

STORE UPON HYPOXIA
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Primary amino acids metabolism upon hypoxia wagstigatedn vivo through a blend of
experiments using°N and*C isotope labeling and metabolomics approach (Limetnal.,
2008; Oliveira and Sodek, 2013; Rocha et al., 20II0¢ ATP consuming enzymes glutamine
synthetase (GS) and asparagine synthetase (AS)siggniéicantly inhibited probably as part
of cellular strategy to mitigate damaging effeceaergy crisis. Activities of NADH-GOGAT
and AlaAT increased and GABA shunt was activateldAA activity was directed towards
alanine synthesis using glutamate as amino donolewhe reverse reaction of glutamate
synthesis using alanine as amino donor was inkibjRicoult et al.,, 2006). Synthesis of
alanine generates 2-oxoglutarate which can be mlkeld to succinate by succinate CoA
ligase in the TCA cycle, thus providing additioAalP per molecule of sucrose metabolized
(Rocha et al., 2010). The reductive amination aix@glutarate by GOGAT during hypoxic
stress appears however as crucial, the inhibittc@B@GAT with azaserine disturbed alanine
accumulation and blocked germination and seedlstigbishment oMedicago truncatula
under hypoxia/anoxia (Ricoult et al., 2005). Upogmpdxic stress GOGAT may fulfill two
major roles, regeneration of glutamate, the sutestBAIaAT and the second is the oxidation
of NADH, thus making NAD available to enable glycolysis to proceed (Limairal., 2008).

In total it appears as if the decrease in glutarmtiteation by GS and AS was compensated
for by increased NADH-GOGAT and AlaAT leading t@mine synthesis and accumulation
as a carbon and nitrogen store readily utilizablendupost-stress recovery. Alanine may
accumulate upon hypoxia via GABA-Transaminase tiaat use pyruvate as amino acceptor
for succinic semialdehyde synthesis. HoweReabidopsis thaliana GABA- Transaminase
null mutants accumulated only slightly less alanup®n hypoxia compared with wild-type
indicating that AlaAT pathway might be the majout® for alanine accumulation upon

hypoxia (Miyashita et al., 2007; Miyashita and Gp2d07).
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ALANINE AMINOTRANSFERASE / GLUTAMTE DEHYDROGENASE C YCLE
MOBILIZES CARBON FROM THE NITROGEN STORE

In plants GDH was shown to be induced and to openatthe direction of glutamate
deamination to provide carbon skeletons and reduequivalents by several abiotic stresses
leading to carbon shortage and C / N ratio imbaaifontaine et al., 2012; Glevarec et al.,
2004). The role of GDH under oxygen limitation reeel little attention compared to other
stresses. However available data showed unequlyottzt the expression of the gene
encoding GDH is upregulated by waterlogging-indubgdoxia like inMedicago truncatula
roots. Depletion of sugar stores upon hypoxia @eressequence of increased glycolysis is
favorable for increasing the expression of GDH emupdjene. This observation poses the
guestion whether GDH by operating exceptionallythe direction of glutamate synthesis
(Skopelitis et al., 2006) would participate to ttegeneration of NAD that is crucial for
keeping glycolysis operational upon hypoxic comdiis and glutamate the substrate of
AlaAT. This question was answered, fiistvitro and native PAGE staining showed that
GDH activity was significantly decreased upon waigging-induced hypoxia and secoimd
vivo *>NH," labeling in the presence and absence of the G8iiahimethionine sulfoximine
(MSX) in combination with GC-MS amino acids analysedicated that the residual GDH
activity was not operating in the direction of glotate synthesis (Limami et al., 2008).
Therefore, according to a concept developed by Oemew, 1997) that the return to aerobic
conditions is anticipated in plants subjected t@dxyc stress by expressing genes whose
products have functions during the subsequent reggweriod, the induction of the gene
encoding GDH upon hypoxia was interpreted as gaimn on the return to aerobic
conditions. The enzyme would regenerate 2-oxogitgdny deaminating glutamate during the
post-stress recovery period (Limami et al., 2008)e post-translational regulation of GDH

from tail muscle of the freshwater crayfi€drconectes virilis (Dawson and Storey, 2012)
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supports this hypothesis. The authors presentedeeves that GDH was phosphorylated
under oxygen limitation and the physiological capssnce of this was the reduction of its
activity in order to shut off the bridge point betsn C and N pathways until the return to
normoxia. The hypoxia inducible isoform AlaAT1 Arabidopsis thaliana showed a similar

pattern of regulation (Miyashita et al., 2007). Eegmion of the gene encoding AlaAT1 was
up-regulated by hypoxic stress while the activity tbé enzyme was shown to be the
conversion of alanine into pyruvate and glutamatenduthe post-hypoxic period. Post-

translational regulation of AlaAT1 was not studrezvever.

CONCLUSION

Altogether these results allow suggesting a modettorage and mobilization of carbon
during the transition from hypoxia to post-hyposiaess (Figure 1). During hypoxia stress
pyruvate as a byproduct of glycolysis is compegitjvused through an AlaAT / GOGAT
cycle leading to the storage of carbon in alanilanine is synthesized by AlaAT using
glutamate as amino donor while GOGAT uses 2-oxaghté to regenerate glutamate and
NAD®. During post-hypoxia recovery period carbon is ifioéd through an AlaAT / GDH
cycle. Alanine is deaminated by the reverse reactib AlaAT to produce pyruvate and
glutamate. Carbon is funneled to TCA cycle as patevwhile GDH by deaminating
glutamate generates 2-oxoglutarate to maintaincylode functioning and produce reducing

equivalent (NADH).
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Figure 1. Schematic representation of the centil@ of alanine during hypoxia and post-
hypoxia recovery periods. (HYPOXIA) Visualizatiorf oarbon flux from carbon storage
compounds to alanine. (POST-HYPOXIA) Visualizatioh alanine mobilization through
AlaAT/GDH cycle and carbon flux towards TCA cyclecheme drawn by integrating data
from studies combining®N and**C labeling and metabolomic profiling in various sies
such asMedicago truncatula, Lotus japonicus, Glycine max and Arabidopsis thaliana
(Limami et al. 2008, Miyashita et al. 2007, Rochale2010 and unpublished data).
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Résumé

Les plantes se développent dans un environnemerandygue, ce qui impose souvent des
contraintes sur la croissance et le développenfeatmi les facteurs environnementaux
adverses, fréquemment rencontrés par les plantesstres, I'inondation ou submersion
temporaire qui impose une hypoxie racinaire (1-2&&ydene). La submersion du sol peut
avoir un tres fort impact sur la survie des planétsionc sur la production agricole ainsi que
les écosystemes naturels.

La plupart des études antérieures sur les altémtidomlogiques et biochimiques chez les
plantes, dues au stress hypoxique, ont porté sund&abolisme des sucres. Toutefois,
guelques données concernant les effets de I'hypaxkieaire sur le métabolisme azoté (N)
sont recemment devenues disponibles.

Le but de notre travail est d'étudier les effetd'ltgoxie racinaire sur le métabolisme azoté
chez la plante modeéléMedicago truncatula”.

Les résultats obtenus ont montré que I'hypoxienea@ entraine une augmentation
significative de la biomasse aérienne (MF et M@caailongement des tiges et augmentation
du nombre de feuilles pendant une période tramsitallant jusqu'a 5 semaines avant
d’engendrer la mort des plantes. Les effets sand&abolisme primaire ont été suivis par des
analyses métabolomiques (GC-MS), marquage a l'afbté) et expression de génes
impliqués dans le métabolisme azoté. Nos résultastrent que si I'hypoxie racinaire
entraine des modifications sommes toute attendessntabolismes de I'azote et du carbone,
elle entraine également des réarrangements de @é@botlismes dans la partie aérienne non
soumise a l'hypoxie. La réponse des parties aé®nen termes de croissance et de
modification métabolique a été obtenue méme quared pamtie minoritaire seulement du
systeme racinaire a été soumise a I'hypoxie suggéme communication racine — partie
aérienne qui meériterait d’étre plus étudiée daansehir.

Abstract

Plants grow in a dynamic environment, which oftenposes constraints on growth and
development. Among the adverse environmental factmmmonly encountered by land
plants, flooding or waterlogging which imposes mperary root hypoxia (1-2% oxygen).
Hypoxia stress jeopardizes plant survival, andefoge induces tremendous damage on the
agricultural production and natural ecosystem.

Most previous studies of biological and biochemiaklérations in plants, due to hypoxic
stress, have focused on sugar metabolism. Howéserdata, regarding the effect of root
hypoxia on nitrogen (N) metabolism have recentlgdmee available.

The aim of our work is to study the impact of régfpoxia on nitrogen metabolism in the
model plant Medicago truncatula."

Our results showed that root hypoxia leads to mifsignt increase in shoot biomass (MF and
MS) with increased stem elongation and number atds during a transitional period of
almost 5 weeks before inducing plant death. Effeatprimary metabolism were followed by
metabolomic analysis (GC-MS), labeling of nitrod@dN) and expression of genes involved
in nitrogen metabolism. Root hypoxia induced th@ested rearrangement of carbon and
nitrogen in the root but interestingly it inducedrsficant changes in C and N metabolisms in
the aerated shoot. Hypoxia-induced changes in dhiootass and metabolism were obtained
in split-root experiment where only part of the regstem was submitted to hypoxia. The
response of the aerated shoot to root hypoxia stiggecommunication between root and
shoot upon hypoxia aiming at a coherent adaptigpamse at the whole plant level. The
nature of this communication deserves to be maretighly investigated.
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