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galactinole, galactosylglycérole, glucose 1 et 2, glycérol, maltose 2, lactose1 et 2, mélibiose 1, 
myo-inositol, rhamnose1 et 2, sucrose, thréitol, tréhalose et glycérol 2P et 3P, dans la partie 
aérienne des plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et 
« témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement 

Figure IV.27 : Graphes d’évolution des différents acides aminés non affectés par le stress 
hypoxique racinaire (l’arginine, cystéine, éthanolamine et méthionine) dans la partie aérienne 
des plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en 
fonction du temps (en semaines) de traitement 

Figure IV.28 : Graphes d’évolution de la spermidine, dans la partie aérienne des plantes en 
« hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps 
(en semaines) de traitement 

Figure IV.29 : Graphes d’évolution de l’acide aminoadipique, octanoique, palmitique, P-
hydroxybenzoique et salicylique, dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire 
totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement 

Figure IV.30 : Graphes d’évolution des sucres non affectés par le stress hypoxique racinaire 
(fructose 6P, glucose 6P2, rhamnose 2, sorbitol, tagatose et B-sitostérol), dans la partie 
aérienne des plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et 
« témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement 

Figure IV.31 : Projection des échantillons des parties aériennes des deux groupes, en hypoxie 
totale et en hypoxie partielle, sur les axes de l’ACP et leur répartition en groupes présentant 
des similarités et montrant les corrélations entre eux, comparés à ceux du groupe témoin 

Figure IV.32 : Classification hiérarchique sous forme d’arbre (Clusterisation), des différents 
métabolites qui varient significativement dans la partie aérienne et qui suivent la même 
tendance selon le facteur « temps » (à gauche) et le facteur « condition » (à droite) avec le 
numéro associé pour chaque échantillon 

Figure IV.33 : Classification hiérarchique sous forme d’arbre (Clusterisation), des différents 
métabolites qui varient significativement dans la partie aérienne et qui suivent la même 
tendance selon le facteur « temps x condition » (à gauche) et le facteur « condition » (à droite) 
avec le numéro associé pour chaque échantillon 

Figure IV.34 : Graphes d’évolution de l’expression des gènes « mAlaAT » (à gauche) et 
« GABA-T » (à droite) dans les racines et la partie aérienne des plantes sous stress hypoxique 
racinaire totale et partielle (split-root) en fonction du temps (en semaines) de traitement 

Figure IV.35 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme primaire, 
azoté et carboné dans les racines des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes 
témoins en fonction du temps (en semaines) de traitement 
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Figure IV.36 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme carboné dans 
les racines des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins en fonction du 
temps (en semaines) de traitement 

Figure IV.37 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme azoté et 
carboné dans la partie aérienne des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins 
en fonction du temps (en semaines) de traitement 

Figure IV.38 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme carboné dans 
la partie aérienne des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins en fonction 
du temps (en semaines) de traitement 
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Le monde végétal reste mal connu, malgré sa richesse et sa diversité. Pourtant, les 

plantes, premiers maillons dans le cycle du carbone ou dans les chaînes alimentaires, sont 

indispensables à la vie animale sur la planète.  

En France, la production des semences est considérée comme la meilleure au niveau 

européen et occupe la troisième place au niveau mondial avec un chiffre d’affaire qui s’élevait 

à 2 725 millions d’euros en 2010/2011, elle est stable depuis presque douze ans et en 

constante progression (figure I.1). Son exportation s’effectue dans la majorité des cas à 

destination des pays Européens (76%) et principalement vers l’Allemagne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure I.1 : importations et exportations des semences en France de 2000 à 2011. 

Les chiffres sont donnés en millions d’euros. Source : www.gnis.fr 
 

La répartition du chiffre d'affaires par groupe d'espèces se fait de la façon suivante : maïs et 

sorgho 33%, potagères et florales 21%, céréales et protéagineux 13%, lin, chanvre et 

oléagineux 12%, fourragères 8%, betteraves et chicorées 7% et pomme de terre 6% (figure 

I.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.2 : importations et exportations des semences en France de 2000 à 2011. 
Les chiffres sont donnés en millions d’euros. Source : www.gnis.fr 
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La région « Pays-de-la-Loire » réserve beaucoup de compétences et d’acteurs pour la filière 

plante : centres de recherche et de formation bien spécialisés, entreprises privées et vastes 

espaces de culture sur champs.  

L’Institut de Recherche en Horticulture et Semences « IRHS », situé à Angers, regroupe 

l’INRA de Nantes-Angers, l’Université d’Angers et Agrocampus Ouest pour acquérir une 

meilleure compréhension de la physiologie des semences en vue d’en améliorer la qualité et 

pour mieux comprendre la relation « plante - conditions de germination » ; celles-ci se 

focalise sur l’étude des conditions de culture des plantes et leurs réponse vis-à-vis des 

différents stress possibles. Les plantes étudiées comme modèles sont Arabidopsis thaliana, le 

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

Dans nos travaux de recherche présentés ici, nous nous sommes focalisés sur un stress 

abiotique : le stress hypoxique racinaire. Ce stress est provoqué par l’inondation qui maintient 

les racines dans un milieu qui s’appauvrit très vite en oxygène et devient hypoxique.  Dans 

notre étude, ce stress a été réalisé par l’immersion du système racinaire et nous avons réalisé 

des études physiologiques et une «étude métabolomique avec un intérêt particulier pour le 

métabolisme azoté. 
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1. Plante et environnement 

Pour se développer, les plantes absorbent dans le milieu qui les entoure, sol et 

atmosphère, l’eau et les éléments nécessaires à la croissance et la production de biomasse. 

L’eau prélevée dans le sol, outre ses rôles multiples dans la physiologie des plantes, 

fournit l’hydrogène et l’oxygène par le mécanisme de l’assimilation chlorophyllienne. 

L’azote est, pour la plupart des plantes, prélevé dans le sol sous forme minérale (nitrique 

ou ammoniacale) et, pour les légumineuses, directement prélevé dans l’air du sol par les 

bactéries des nodosités racinaires. Les éléments minéraux (P, K, Ca, Mg, la plus grande 

partie du S et les oligo-éléments) proviennent du sol (figure ci-dessous) où les racines les 

absorbent à partir de solutions très diluées (figure I.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.3 : Interaction de la plante avec son environnement et les différents mécanismes qui  interviennent 
comme, la photosynthèse, la respiration, la transpiration et la nutrition minérale. 
 

 

La croissance et la survie des plantes terrestres sont affectées par les facteurs 

environnementaux tels que la température, l’humidité, la lumière, l’obscurité et beaucoup 

d’autres facteurs qui pourraient être néfastes ou bénéfiques pour l’avenir de la plante. 

Les plantes ne sont pas toujours en situation idéale pour leur développement car, parfois, 

elles affrontent des conditions adverses qui entrainent des stress abiotiques ; ceux-ci se 

définissant comme un stress hydrique et un stress salin ainsi que d’autres stress comme 

l’hypoxie racinaire et le stress thermique. Les plantes développent des réponses 

physiologiques pour s’adapter (résister ou tolérer) à ces stress abiotiques.  
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1.1. Germination et développement des plantes 

La germination de la plante est divisée en plusieurs grandes étapes (figure I.4) : la phase 

d’imbibition (I), la phase de germination au sens strict (II) et la phase de croissance post-

germinative (III) (Bewley, 1997) ou installation de la plantule. L’installation de la plantule est 

l’étape clé du cycle du développement surtout que son échec constitue un risque très 

important au niveau agricultural pour la production des plantes des espèces légumineuses et 

horticoles. Elle est caractérisée par l’entrée rapide et passive d’eau qui est suivie d’une 

augmentation de la consommation d’oxygène pour aboutir à l’activation des enzymes 

mitochondriales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure I.4 : Principaux événements liés à la germination. L’imbibition des graines suit une courbe triphasique. 
La phase I correspond à une prise d’eau rapide. La phase II est une phase de plateau qui se termine par la sortie 
de la radicule. La phase III est caractérisée par la reprise de l’imbibition. Seules les phases I et II correspondent à 
la germination au sens strict, alors que la phase III est une phase de croissance, postgerminative. Les traits 
indiquent la plage de temps pendant laquelle se déroule l’événement cité. D’après Bewley 1997. 
 

Dès que la semence est déposée dans la terre, son imbibition commence, à condition que la 

teneur en eau du sol qui l’entoure soit suffisante. La mobilisation des réserves est ensuite 

déclenchée suite à des modifications hormonales, qui induisent des réactivations 

enzymatiques  (Le Deunff et al., 2004 ; Lawrence et al., 1990).  

Après ce stade, une deuxième étape du développement de la semence, marquée par la 

diminution de l’entrée d’eau et l’allongement des différents organes de la plantule, 

commence ; c’est la croissance hétérotrophe de la plantule sous terre (définit la phase 

plantule, n’accédant toujours pas à la lumière). En présence permanente, des deux conditions 

nécessaires : l’eau et l’oxygène ; les processus respiratoires et mitotiques ainsi que la synthèse 
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d’hydrolases (telles que les α-amylases, les nucléases ou les protéinases) nécessaires à la 

dégradation des réserves, à la division et l’élongation cellulaire, sont activés. Ceci permet, la 

sortie de la radicule des téguments (Negbi el al., 1968) qui, une fois réalisée, aboutit au début 

d’absorption d’éléments minéraux, la colonisation rapide de la racine des premiers 

centimètres du sol (Cooper, 1977 ; Durrant et Mash, 1989 ; Dure et al., 1981). Ensuite, 

l’hypocotyle continue à s’allonger pour que la plantule soit hors de la terre (début de la levée 

de la plante) et à partir duquel elle commence sa photosynthèse  et la jeune plante devient 

autotrophe et continue à croître et développer de nouvelles feuilles et racines. En plus des 

facteurs influençant sur la germination de la semence, un autre facteur s’ajoute pour contrôler 

sa croissance hétérotrophe ; c’est le risque de rencontrer des obstacles mécaniques : mottes, 

horizon compact, croûte à la surface (Tamet et al., 1995 ; Durr et al., 1992 ; Arndt, 1965 ; 

Awadhwal et Thierstein, 1985). Puis, la phase de croissance post-germinative, commence 

avec de nouveau une entrée d’eau et une augmentation importante de la respiration. La 

germination, l’allongement hétérotrophe des semences,  mais aussi l’installation de la 

plantule, varient entre les différentes espèces cultivées en fonction de la taille, de la quantité 

de réserves ou du génome de la graine (Awadhwal et Thierstein 1985 ; Durrant et al., 1988, 

Benjamin, 1990 ; Boiffin et al., 1992 ; Tamet et al., 1996 ; Klos et Brummer, 2000 ; 

Valenciano et al., 2004). 

Les conditions du milieu : température, lumière, humidité autour de la graine, pluviométrie, 

état structural du sol et la teneur en oxygène de l’environnement proche de la semence ainsi 

que d’autres éléments (Côme, 1975), représentent des  facteurs essentiels et très délicats pour 

un meilleur contrôle et une amélioration du développement de la plante. La température a un 

effet direct sur le métabolisme et sur le taux d’oxygène dissout ; les relations entre vitesse de 

germination ou d’allongement des organes et la température utilisée ont été abondamment 

étudiées dans la littérature pour de très nombreuses espèces (Bierhuizen et Wagenwort, 1974 ; 

Covell et al., 1986 ; Fyfield et Gregory, 1989 ; Marshall et Squire, 1996 ; Squire, 1999). La 

lumière inhibe la germination des espèces photosensibles négatives et stimule les 

photosensibles positives. Les effets du potentiel hydrique sur la germination ont été peu 

étudiés  et les travaux concernant cet aspect au stade plantule sont rares (Bouaziz et Bruckler, 

1989 a, b et c). 

Le résultat au champ est très variable selon les conditions du milieu qui interagissent avec les 

caractéristiques de l’espèce végétale considérée ; en d’autre terme, pour un meilleur 

développement de la semence, une évaluation et une quantification des caractéristiques de 
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l’espèce mais aussi celles du milieu ont été réalisées dans plusieurs études récentes en 

biologie végétale. 

 
1.2. Importance des légumineuses cultivées 

Les légumineuses (Fabaceae) sont définies par leur structure florale spécifique, la cosse 

de leur fruit et surtout par l'aptitude (88% des espèces examinées) à former des symbioses 

fixatrices d'azote avec les bactéries de la famille des Rhizobiaceae (de Faria et al., 1989). La 

fixation de l’azote atmosphérique, en symbiose avec des microorganismes du sol, est une 

spécificité très marquée de la famille des légumineuses, qui est composée essentiellement de 3 

sous familles : Papilionoideae, Caesalpinioideae et Mimosoideae (Doyle et Luckow, 2003) 

avec environ 20.000 espèces (Gepts et al., 2005). Economiquement, la sous famille des 

Papilionoideae est la plus importante en termes d’espèces cultivées : le soja (Glycine max), le 

haricot (Phaseolus vulgaris), le pois (Pisum sativum), la luzerne (Medicago sativa), l’arachide 

(Arachis hypogaea), le pois chiche (Cicer arietinum), et la fève (Vicia faba). Ces 

légumineuses cultivées forment deux groupes appelés Galegoides et Phaseoloides, à 

l’exception de l’arachide qui appartient au groupe des Aeschynomeneae (Broughton et al., 

2003). 

La culture des légumineuses est réalisée principalement pour assurer une consommation 

humaine (haricot, pois, fève …) suffisante car elles sont considérées comme source de 

protéines mais aussi pour assurer l’alimentation animale (soja, luzerne,…) ; elles sont au 

deuxième rang après les graminées pour la satisfaction des besoins alimentaires de l'homme 

(Graham et Vance, 2003). D’autre part, elles sont aussi une source très importante d’huiles 

végétales (arachide) et de bois de qualité (bois de rose, ébène). En agriculture, dans un 

système de rotation de culture, les légumineuses permettent de fertiliser les sols en azote, 

limitant les apports d’engrais. 

Selon leurs aspects, les légumineuses se divisent en deux catégories : les légumineuses à 

graines et les légumineuses fourragères. Les légumineuses à graines constituent toujours une 

part importante de l’alimentation du monde, particulièrement dans les pays en développement. 

Citons le Haricot (Phaseolus vulgaris) en Amérique Latine, le Pois Chiche (Cicer arietinum), 

la lentille (Lens culinaris) et la Fève (Vicia faba) dans le bassin méditerranéen, le Soja 

(Glycine max) en Asie ainsi que l’Arachide (Arachis hypogea) et le Pois (Pisum sativum) dans 

le monde entier. Les graines de légumineuses sont plus riches en protéines et moins riches en 

glucides que celles de céréales (Bewley et Black, 1994) : on distingue les espèces à graines 

riches en protéines et en huile, sans amidon, classées comme oléagineuses (soja, arachide) et 
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les espèces à graines riches en protéines, classées comme protéagineuses (pois, féverole) ou 

légumes secs (haricot, lentille et pois chiche). La seconde catégorie dite « légumineuses 

fourragères » est exploitée pour sa partie aérienne riche en protéines et est essentiellement 

destinée à l’alimentation animale. Beaucoup d’espèces sont inféodées à la prairie permanente. 

Adaptées aux situations de concurrence pour des niveaux en azote minéral dans le sol ou 

ayant développé des mécanismes d’adaptation à la concurrence pour la lumière au niveau de 

leurs parties aériennes, pérennes pour beaucoup d’entre elles, elles tendent à disparaître de ces 

peuplements dès lors que la fertilisation azotée est plus forte (Duc et al., 2010). 

En plus de ces qualités alimentaires, les légumineuses jouent un rôle capital dans la 

préservation de l’environnement ; dans la lutte contre la désertification et dans la restauration 

des milieux dégradés. Le but est essentiellement environnemental mais la contribution à la 

ressource fourragère est cependant toujours essentielle à la subsistance des agro-pasteurs. Il a 

été proposé d’utiliser les légumineuses annuelles indigènes (Gintzburger, 1984) et en 

particulier les médics (Medicago annuelles) pour régénérer les parcours dégradés des zones 

semi-arides et arides. 

Enfin, outre ces bénéfices qu’elles entraînent pour l’alimentation et l’environnement, les 

légumineuses peuvent être utiles dans diverses industries alimentaires (lait et dérivés, pain, 

tourteau) et chimiques (plastique biodégradable, huile, bio-diesel, colorants, gomme, textile, 

papier…) (Graham et Vance, 2003). Plusieurs légumineuses ont été utilisées dans l'industrie 

pharmaceutique (Duke, 1992 ; Kindscher, 1992). Les isoflavones du soja et d'autres 

légumineuses ont été pressenties pour diminuer les risques de cancer et les effets du 

cholestérol (Kennedy, 1995 ; Molteni et al., 1995). 

 

2. Medicago Truncatula, plante modèle pour l’étude des interactions plante-stress 

abiotique 

La luzerne tronquée (Medicago truncatula) est une espèce végétale herbacée des régions 

méditerranéennes. Elle appartient à la famille botanique des Fabacées, plus couramment 

nommées Légumineuses ou Papilionacées (Doyle and Luckow, 2003). 

 

2.1.  Historique 

Quelques soient, fourragères ou à graines, les légumineuses ont joué un rôle historique 

important dans la naissance de l’agriculture. Plus précisément, La luzerne cultivée appartient 

à un complexe d’espèces avec plusieurs niveaux de ploïdie. L’espèce Medicago sativa ssp 

sativa, originaire du croissant fertile, à tiges dressées, à fleurs bleues et à gousses spiralées, est 
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introduite en Europe et en France à l’occasion des conquêtes arabes par le Sud (Prosperi et al., 

2000). La sous espèce Medicago sativa ssp falcata, à port prostré, à fleurs jaunes et à gousses 

en faucille est spontané dans une grande partie de la France. C’est le croisement entre ces 

deux types qui va donner naissance aux types Flamands et Provence que nous connaissons 

encore aujourd’hui, populations où l’on peut retrouver trace de cette origine par la présence de 

plantes à fleur bigarrée. Les travaux sur les légumineuses fourragères bénéficient d’avancées 

importantes en biologie moléculaire (Julier et al., 2003), 

Bien qu’importantes sur les plans économique, écologique et industriel, les légumineuses 

cultivées présentent des caractéristiques biologiques qui retardent leur amélioration génétique. 

En général, elles ont un grand génome et sont souvent polyploïdes mais leur transformation 

par Agrobacterium est délicate voire impossible. De ce fait, l’idée innovante d’identifier une 

espèce légumineuse modèle qui serait plus facile à manipuler et à étudier, vue sa synthénie 

avec les légumineuses cultivées dans le but d’accélérer les recherches fondamentales et 

l’amélioration génétique concernant les traits agronomiques d’intérêt. 

 

2.2. Medicago truncatula plante modèle 

2.2.1. Caractéristiques 

Dans le genre Medicago, l’espèce truncatula regroupe de nombreux génotypes différents. Les 

plus utilisés en laboratoire sont A17, issu du cultivar Jemalong, et R-108, issu de l’écotype 

108-1. Le cultivar Jemalong a été utilisé dans les études de germination présentées ici. En 

effet, malgré la forte homogénéité génétique inhérente à tous les génotypes, celui-ci présente 

une cinétique de germination beaucoup plus reproductible d’un individu à l’autre. De plus, les 

taux de germination sont élevés : de l’ordre de 95% après une simple levée de dormance au 

froid. Une plante de M. truncatula peut produire entre 500 et 1000 graines et elle est capable 

d’effectuer à la fois une symbiose avec Sinorhizobium meliloti et avec des endomycorhizes 

contrairement à A. thaliana. Plusieurs agents pathogènes (champignons, oomycètes, bactéries 

et virus), qui attaquent les légumineuses cultivées (Tivoli et al., 2006 ; Rose, 2008), ont 

Medicago  truncatula comme plante hôte.  

Elle est diploïde (2n=16), autogame et annuelle. Elle possède un génome de faible taille, 550 

Mpb soit environ 4 fois celui d’A. thaliana (Blondon et al., 1994). Elle présente une forte 

variabilité biologique pour le port, la périodicité des plantes, le nombre des graines par 

gousses, l’efficacité de nodulation et de fixation de l’azote. La réponse aux parasites (Cook et 

al., 2000) a mis en évidence des réactions contrastées dans différents génotypes permettant 

donc d’envisager plus facilement des approches génétiques pour identifier les régions du 



 
- 27 - 

génome impliquées dans le caractère étudié. Il existe une forte synthénie (conservation de 

l’ordre d’alignement des marqueurs ou des séquences le long des chromosomes) entre le 

génome de M. truncatula et de plusieurs autres légumineuses, notamment de M. sativa et du 

pois (Zhu et al., 2005 ; Aubert et al., 2006). Des outils génétiques (cartes génétiques et RILs) 

ont été générés par plusieurs laboratoires (Thoquet et al., 2002 ; Choi et al., 2004 ; Julier et 

al., 2007 ; kamphuis et al., 2008) ; M. truncatula est facilement transformée par 

Agrobacterium rhizogenes et A. tumefascience (Boisson-Dernier et al., 2001). Par ailleurs, de 

nombreux outils et ressources génétiques et génomiques, tels que le séquençage en cours de 

son génome, des cartes génétiques, des banques de BACs et d’ESTs, des puces de microarray, 

des mutants... sont maintenant disponibles (Sato et al., 2007 ; Ané et al., 2008) et ont permis 

d’aborder l’analyse de nombreux processus biologiques et physiologiques relatifs tant au 

développement de la plante (Julier et al., 2007 ; Pierre et al., 2008) qu’à l’analyse des 

interactions biotiques ou abiotiques (pour revue : Rose, 2008). 

Ces constats ont amené la communauté scientifique internationale qui travaille sur les 

Légumineuses à proposer Medicago truncatula comme plante modèle, non seulement pour 

l’étude des effets des stress abiotiques et des symbioses, mais aussi pour l’analyse des 

interactions Légumineuses-parasites (Cook, 1999 ; Young et al., 2003).  

 

2.2.2. Application dans la recherche 

Les recherches en physiologie végétale et en génétique, sur la luzerne, ont fortement 

progressé en vue de comprendre les déterminants de l’architecture et de la phénologie des 

plantes, qui contribuent à l’élaboration du rendement et de la qualité. Des travaux sont 

également menés en vue de comprendre les mécanismes et les bases génétiques de la 

résistance aux maladies. L’analyse de la valeur alimentaire est également une thématique 

importante. On notera les travaux conduits sur l’utilisation de la luzerne en alimentation 

animale (Andurand et al., 2010), ainsi que l’étude du rôle des tannins condensés sur la 

valorisation des protéines alimentaires par les ruminants et sur les émissions de méthane. Les 

travaux de biologie moléculaire (Baranger et al., 2010) conduits en France chez le pois et 

appuyés par les homologies avec l’espèce modèle Medicago truncatula (Zhu et al., 2005) 

(développements de cartes génétiques, mutants de tilling, séquençage), ont permis de 

construire des cartes génétiques denses (Loridon et al., 2005 ; Aubert et al., 2006) et 

d’identifier des zones du génome du pois et des gènes impliqués dans le déterminisme de 

caractères d’intérêt agronomique (résistances aux maladies et au froid, architecture, relations 

symbiotiques, composition de la graine) ; des cartes génétiques denses et des ressources 
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moléculaires sont disponibles pour la luzerne au niveau national (Julier et al., 2003). Ces 

travaux peuvent s’appuyer sur la ressource considérable que constitue la légumineuse modèle 

Medicago truncatula ; donc elle a été proposée comme légumineuse modèle (Barker et al., 

1990 ; Cook, 1999) en raison de ses nombreux atouts aux niveaux de la biologie, de la 

génétique et des différents outils génomiques qu’elle offre (Huguet et Prosperi, 1996 ; Young 

et al., 2005).  

De plus, M. truncatula présente une grande synthénie avec beaucoup de légumineuses 

cultivées tels que le pois et la luzerne pérenne (Zhu et al., 2005), permettant ainsi le transfert 

des acquis sur cette plante modèle vers ces légumineuses. Ces avantages sont mis à profit 

pour des études de génomique fonctionnelle et structurale en vue de l’identification des gènes 

agronomiques intéressants, ainsi que l’étude des interactions légumineuses-agents pathogènes 

et symbiotes (Cook, 1999 ; Cook et al., 2000). 

 

3. Métabolisme de l’azote 

Le métabolisme de l'azote n'est pas seulement, un des processus fondamentaux de la 

physiologie de la plante, mais aussi l'une des parties importantes du cycle de la chimie 

mondiale. L’assimilation de l'azote des plantes prend directement part à la synthèse et la 

conversion des acides aminés à travers la réduction des nitrates. Au cours de leur cycle de vie, 

les plantes doivent être capables de s'adapter à de grandes variations dans l'approvisionnement 

en azote du sol (N). Les changements dans la disponibilité de N, et dans les concentrations 

relatives de NO3
– et du  NH4

+, sont connus pour avoir de profonds sur la régulation des 

systèmes d'absorption d'azote dans la racine, et le métabolisme de l’azote et du carbone dans 

les plantes. 

La réalisation de cette intégration des réponses au niveau de la plante entière implique des 

mécanismes de signalisation qui peuvent communiquer des informations sur la disponibilité 

de l'azote dans les racines et des informations sur le statut C / N dans la plante (Walch-Liu et 

al., 2005). 

 

3.1. Source et cycle de l’azote 

Il existe 3 sources d’azote : l’azote atmosphérique (N2), l’azote minéral (nitrates NO3
- et 

NH3/NH4
+) et l’azote organique (acide aminé et protéine). Le nitrate constitue la source 

d’azote majoritaire dans les sols (Marschner, 1995). C’est un ion chargé négativement, et 

ainsi, il n’est pas retenu par le complexe argilo-humique du sol, qui porte aussi une puissante 

charge négative. Très soluble, le nitrate apporté en excédent dans le sol, est entraîné par 
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lessivage et contribue à la pollution des nappes phréatiques. Les nitrates subissent un 

lessivage important et les nitrates sont la forme préférentielle des plantes (figure I.5). Ils sont 

réduits en nitrites puis en ammonium. L’ammonium se trouve également dans le sol. 

Les protéines sont dégradées pour reformer de l’azote minéral à partir de l’azote organique. 

La formation d’humus permet l’ammonisation : retour au NH3. Enfin les bactéries 

nitrificatrices permettent la nitrification des sols. Ce sont des bactéries chimio synthétiques. 

La réaction est exergonique et l’énergie récupérée permet de fixer le CO2. 

Le nitrate (NO3
-), l’ammonium (NH4

+) et l’urée (CO(NH)2)2 sont les formes d’engrais azotés 

les plus utilisées. Dans le sol, nitrate et ammonium sont les deux principales formes d’azote 

inorganique disponibles pour la plante (Raven et al., 1992). Dans les sols bien aérés, la 

nitrification est rapide : il en résulte une faible concentration en ammonium. Dans les sols 

détrempés ou acides, l’ammonium s’accumule (Crawford et Forde, 2002). Les plantes non 

fixatrices de l’azote atmosphérique absorbent et assimilent ces deux formes d’azote anionique 

(NO3
-) et cationique (NH4

+). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.5 : Le cycle de l’azote (d’après Morot-Gaudry, 1998) 

 

 

La fixation biologique de l’azote est effectuée par des microorganismes, soit autonomes 

soit en symbiose avec des plantes supérieures. En dehors des légumineuses, seul un petit 

nombre d’espèces (quelques centaines au plus) possèdent des nodules fixateurs d’azote. Il 
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s’agit exceptionnellement d’une association avec les Rhizobiums (on ne connaît qu’un seul 

exemple: Parasponia) mais le plus souvent la symbiose est réalisée avec des actinomycètes 

(bactéries filamenteuses) du genre Frankia (Benson et Silvester, 1993). 

Une approche de biologie intégrative a été menée chez Medicago truncatula pour élucider, 

d’une part, la régulation coordonnée de NO3
-, NH4

+ et l'acquisition du N2 par les légumineuses 

pour satisfaire la demande d’azote par la plante, et d’autre part, la modélisation des propriétés 

émergentes observées à l'ensemble de la plante. En situation d'un niveau élevé d'azote 

minéral, les trois voies d'acquisition d’N sont identiquement réprimées. 

Cela pour que la plante puisse assurer ces besoins en azote pour son développement et sa 

croissance et pour qu’elle puisse assurer des réserves nutritives utilisables en temps de 

contraintes biotiques et abiotiques. 

 

3.2. Assimilation de l’azote chez les plantes 

L’azote, incorporé dans les molécules biologiques des plantes, est sous deux formes : 

gazeuse (78% de l’air) ou minérale ; avec deux processus possibles : la fixation biologique, 

par des microorganismes fixateurs et la fixation de l’azote minéral. Il est ensuite converti en 

ammoniac qui sera transformé en groupement amine ou amide. 

 

3.2.1. Absorption de l’azote minéral : nitrate et ammonium 

Les concentrations en nitrate et ammonium dans les sols varient selon le degré de 

minéralisation et de nitrification (quelques micromolaires à plusieurs millimolaires) 

(Marschner, 1995). Des systèmes très spécifiques de transport de nitrate ou d’ammonium ont 

été développé chez les plantes : un système de transport à haute affinité ou HATS pour High 

Affinity Transport System, et un système de transport à basse affinité ou LATS pour Low 

Affinity Transport System (Crawford et Forde, 2002). 

L’assimilation de l’azote du sol implique tout d’abord le franchissement de la membrane 

plasmique des cellules racinaires. Dans le cas du nitrate, le potentiel négatif de la membrane 

ainsi que le gradient de concentration ne permettent pas, en général, l’entrée passive du nitrate 

dans le cytoplasme, et un système de transport actif couplé à une H+/ATPase est donc 

nécessaire (Glass et Siddiqi, 1995). Les transporteurs de nitrate sont codés par deux familles 

de gènes: les gènes NRT1 impliqués dans le transport à faible affinité et les gènes NRT2 

responsables du transport à haute affinité (Forde, 2000). Toutefois, le gène AtNRT1.1, 

initialement identifié comme un transporteur de nitrate à basse affinité (Tsay et al., 1993), est 

également impliqué dans le transport à haute affinité (Liu et al., 1999 ; Liu et Tsay, 2003). 
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Dans le cas d’ammonium, son transport actif est assuré par un uniport d’ammonium voltage 

dépendant, piloté par la famille de transporteurs AtAMT (Ludewig et al., 2002). La 

complémentation fonctionnelle d’un mutant de levure, déficient pour le transport de 

l’ammonium, a permis d’identifier le premier gène AMT1 : AtAMT1.1 (Ninnemann et al., 

1994). Depuis, l’analyse du séquençage complet du génome d’Arabidopsis a révélé cinq 

autres séquences homologues (AtAMT1.1 à AtAMT1.5) (Gazzarrini et al., 1999 ; Sohlenkamp 

et al., 2000). 

 

3.2.2. Régulation de l’absorption et devenir de l’azote dans la plante 

Les protéines, responsables de chacun des deux systèmes de transport du nitrate (HATS et 

LATS), appartiennent à une famille multigénique de transporteurs (The Arabidopsis Genome 

Initiative, 2000 ; von Wirén et al., 2000 ; Orsel et al., 2002), et sont finement régulées en 

fonction de la source d’azote disponible et du statut nutritionnel de la plante. 

L’ammonium interagit également avec les systèmes d’absorption du nitrate : à faible 

concentration, l’ammonium a un effet inducteur rapide (Bloom et Sukrapanna, 1990). Par 

contre, à concentration plus élevée, l’ammonium inhibe rapidement et réversiblement 

l’absorption du nitrate (Lee et Drew, 1989). Plus généralement, une régulation négative de 

type feedback serait imposée par les produits de l’assimilation de l’ammonium comme les 

acides aminés (Muller et al., 1995). 

Le cycle jour/nuit constitue un autre niveau de régulation qui permet de coordonner 

l’absorption du nitrate avec la photosynthèse et le métabolisme carboné. L’absorption nette du 

nitrate augmente continuellement au cours de l’éclairement et décroît à l’obscurité (Lejay et 

al., 1999). Les glucides, produits de la photosynthèse, seraient les acteurs de cette régulation 

de l’absorption du nitrate (Delhon et al., 1996). L’addition de saccharose dans le milieu de 

culture au cours de la période nocturne induit notamment les gènes AtNRT1.1 et AtNRT2.1 

(Lejay et al., 1999, 2003). 

L’absorption d’ammonium serait principalement régulée par le statut azoté régnant 

localement autour de la racine, à la différence de la régulation par le statut azoté de la plante 

entière dans le cas de l’absorption du nitrate (Gansel et al., 2001). La glutamine exercerait 

aussi un rétro-contrôle négatif sur la transcription du gène AtAMT1.1 (Rawat et al., 1999). 

L’absorption d’ammonium par les racines varie aussi en fonction du rythme diurnal. Après 

une augmentation continuelle durant la période lumineuse, l’absorption de l’ammonium 

diminue à l’obscurité (Ourry et al., 1996 ; Gazzarrini et al., 1999). 
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Le nitrate métaboliquement actif, disponible dans le cytosol, doit nécessairement être réduit 

en ammonium pour être assimilé. La réduction du nitrate est assurée par l’action successive de 

deux enzymes, la nitrate (NR) et la nitrite (NiR) réductase. Dans le cytosol, la NR catalyse la 

réduction du nitrate en nitrite. Toxique, le nitrite est immédiatement transféré dans les plastes 

où il est pris en charge par la NiR et réduit en ammonium (Figure I.6). L’ammonium, toxique 

pour la plante, doit être immédiatement assimilé. Les trois enzymes glutamine synthétase 

(GS), glutamate synthase (GOGAT), et glutamate déshydrogénase (GDH) sont les principaux 

acteurs des processus d’assimilation de l’ammonium issu de l’absorption racinaire ou 

‘assimilation primaire’ et de sa réassimilation dans la plante (Figure I.6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure I.6 : Voie d’assimilation de l’azote (d’aprèsCoruzzi, 2003). 
GS : glutamate synthétase ; GOGAT :  glutamate synthase ; AAT :  aspartate aminotransférase ; ASN : 
asparagine synthétase ; GDH :  glutamate déshydrogénase ; NiR :  nitrite réductase ; NR : nitrate réductase. 
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3.3. Synthèse et transport des acides aminés 

L’action combinée de la GS ATP-dépendante et de la GOGAT au cours du cycle 

GS/GOGAT aboutit à l’incorporation de l’ammonium dans les acides aminés. 

En fait, l’ion ammonium est incorporé au glutamate par la GS pour former la glutamine ; 

d’autre part, la GDH catalyse la conversion du glutamate en ammonium et α-cétoglutarate 

ainsi que la réaction inverse, c’est-à-dire l’amination de l’α-cétoglutarate (Figure I.6) (Aubert 

et al., 2001). Ensuite, un transfert d’un groupement amide de la glutamine sera effectué à l’α-

cétoglutarate par la GOGAT. Deux molécules de glutamate sont ainsi formées, l’une étant 

recyclée pour la formation de glutamine, l’autre utilisée pour la synthèse des acides aminés 

(Hirel et Lea, 2001 ; Miflin et Habash, 2002 ; Figure I.6). Les premières sources d’azote 

réduit dans la cellule sont la glutamine et le glutamate, qui peuvent alors être utilisés pour 

former aspartate et asparagine via les deux enzymes aspartate aminotransférase (AAT) et 

asparagine synthétase (ASN), ainsi que les autres acides aminés et molécules azotées.  

Glutamine, glutamate, aspartate et asparagine, assurent alors la translocation de l’azote des 

organes source vers les organes puits (Peoples et Gifford, 1993). 

 

- Deux isoformes de glutamine synthétase (GS) existent, aux rôles et localisations 

différents : La GS1, cytoplasmique, interviendrait surtout pour l’assimilation de 

l’azote dans les racines (pour revue, voir Coruzzi, 2003) ; La GS2, localisée dans le 

chloroplaste, joue un rôle prépondérant dans l’assimilation de l’ammonium issu de la 

réduction du nitrate dans les chloroplastes et/ou dans la réassimilation de l’ammonium 

photorespiratoire.  

- Deux types de glutamate synthase (GOGAT) existent, localisées dans le 

chloroplaste : la ferrédoxine (Fd-GOGAT), qui a un rôle prépondérant dans 

l’assimilation primaire de l’ammonium et la NADH-GOGAT qui serait plus 

spécifiquement impliquée dans les processus de réassimilation de l’ammonium 

photorespiratoire (pour revue, voir Coruzzi, 2003). 

- La glutamate déshydrogénase (GDH) : Deux formes majeures de GDH ont été 

identifiées : une forme à NADH dépendante dans les mitochondries et une forme à 

NADPH dépendante dans les chloroplastes (Melo-Oliveira et al., 1996). Le rôle 

majeur de la GDH serait la désamination du glutamate pour fournir l’énergie et les 

squelettes carbonés (Miflin et Habash, 2002 ; Masclaux-Daubresse et al., 2006). 

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

transfert réversible d’un groupe aminé du glutamate vers l’oxaloacétate pour former 
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l’aspartate et l’α-cétoglutarate (Schultz et Coruzzi, 1995 ; Wilkie et al., 1995). Il existe 

en plusieurs formes : mitochondrial (AAT1), cytosoliques et chloroplastique (AAT3). 

AAT2 et AAT3 sont les formes majoritaires (Coruzzi, 2003). AAT2 assure la synthèse 

des pools d’aspartate à la lumière, qui est utilisé pour la synthèse de l’asparagine à 

l’obscurité. AAT2 jouerait aussi un rôle important dans le transport de l’azote jusqu’à 

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’aspartate pour former glutamate et 

asparagine (Lam et al., 1998 ; Sieciechowicz et al., 1988 ; Wong et al., 2004). 

 

Par transamination, l’azote est ensuite transféré à d’autres substrats carbonés (acides α-

cétoniques) pour former de nouveaux acides aminés (aspartate, alanine, glycine …), eux-

mêmes précurseurs de tous les autres acides aminés. Les acides aminés synthétisés peuvent 

aussitôt contribuer à la biosynthèse des protéines, ou être transitoirement stockés dans les 

vacuoles, ou transportés vers d’autres tissus. 

 

3.4. Coordination entre métabolisme azoté, photosynthèse et respiration 

La coordination entre métabolisme azoté, photosynthèse et respiration est très 

complexe (Bloom et al., 1989) ; en absence de lumière, le saccharose et l’amidon sont oxydés 

pour fournir l’énergie et les squelettes carbonés, mais en présence de lumière, si la 

photosynthèse demeure le fournisseur principal d’ATP, NADPH et d’α-cétoglutarate, il n’est 

pas exclu que la glycolyse et le cycle de Krebs puissent fournir aux chloroplastes un 

supplément énergétique et de molécules organiques pour assurer l’assimilation de l’azote 

(Weger et Turpin, 1989). 

Le métabolisme azoté est très dépendant du métabolisme carboné ; il se déroule dans 

plusieurs compartiments cellulaires :  

- Dans le cytosol, le nitrate est réduit en nitrite et l’ammonium peut être intégré au 

glutamate pour donner la glutamine. Il est aussi le lieu de la glycolyse, du cycle 

d’oxydation des pentoses, du cycle anaplérotique de fixation du carbone et de la voie 

de synthèse du saccharose et de l’α –cétoglutarate. 

- Dans les chloroplastes, la réduction du nitrite en ammonium, la synthèse de 

glutamine, la synthèse de glutamate à partir de glutamine et d’α-cétoglutarate, la 

synthèse et la dégradation de l’amidon. 
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- Dans les mitochondries, l’α-cétoglutarate, le malate et la sérine sont synthétisés (Woo 

et al., 1987). 

- Enfin, dans les peroxysomes, la synthèse de la glycine photorespiratoire et les 

réactions de transamination liées à ce métabolisme. 

La corrélation des métabolismes azoté et carboné est assurée non seulement par les échanges 

énergétiques entre compartiments cellulaires mais aussi également par la modification de 

l’état d’activation de certaines enzymes du métabolisme azoté ; citons l’exemple de l’état de 

phosphorylation/déphosphorylation de la nitrate réductase, fortement lié à la fixation 

photosynthétique du CO2. Pour cela, une plante privée de CO2 est très vite inhibée dans ses 

capacités à assimiler l’azote aussi bien dans les feuilles que dans les racines. 

L’apport de NO3
-, NO2

- et NH4
+ augmente l’activité respiratoire et comme la respiration est 

connue pour fournir l’énergie (pouvoir réducteur NADH et ATP) et les squelettes carbonés 

(α-cétoglutarate) nécessaires à l’assimilation de l’azote, en conséquence, l’assimilation de 

l’azote est diminuée fortement en anoxie. 

 

4. Hypoxie racinaire induite par l’inondation et développement de la plante 

Les plantes sont soumises à un grand nombre de facteurs environnementaux et 

biologiques. Ces conditions, parfois défavorables, pourraient affecter la croissance normale et 

le développement des plantes, en termes de qualité des aliments et du rendement (Voesenek et 

al., 2006). Un de ces facteurs principaux est l’hypoxie racinaire induite par l’inondation ; ce 

stress a des effets néfastes sur l'environnement et grave sur la germination, l'établissement des 

semis et le développement des plantes (Subbaiah et Sachs, 2003). Les inondations 

représentent un phénomène très répandu, qui réduit considérablement la croissance et la 

survie des plantes terrestres et donc, un impact énorme sur la croissance et la survie des 

plantes ainsi que sur l'agriculture et les écosystèmes naturelles. Les inondations influencent la 

présence et la répartition des espèces végétales (Blom et Voesenek, 1996). la diffusion du gaz 

dans l'eau par rapport à l'air, est un phénomène essentiel pour le bon fonctionnement des 

systèmes de régulation et de synthèse des plantes terrestres ; en d’autre terme, l’hypoxie limite 

la disponibilité en oxygène pour les plantes en réduisant les  échanges gazeux entre les tissus 

de la plante et l'atmosphère (Setsuko et al., 2007 ; Ponnamperuma, 1989) ; dès que le sol est 

inondé et tous les pores sont remplis, les échanges gazeux, entre le sol et l'atmosphère, sont 

fortement limitées. 
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4.1. Effets de l’hypoxie racinaire sur le phénotype de la plante 

Des expériences effectuées chez plusieurs modèles d’étude végétale ont été réalisées, pour 

tester les effets de l'hypoxie racinaire (1-2% d’oxygène au lieu de 20% en normoxie) induite 

par l’inondation, sur la physiologie des plantes et sur la composition biochimique de leurs 

fruits. 

Les plantes ont développé plusieurs réponses pour atténuer les conséquences du déficit en 

oxygène lors de l'inondation des sols. La combinaison de ces réponses adaptatives représente 

la solution pour échapper le stress hypoxique ; Parmi ces adaptations, différents changements 

anatomiques et morphologiques sont identifiés tels que l’allongement de la tige (Voesenek et 

al., 1990 ; Bailey et Voesenek, 2008), la présence des films de gaz autour des racines et des 

feuilles des plantes inondées, une forte absorption de nitrate dans le milieu, une réduction de 

l'activité photosynthétique et de la teneur en chlorophylle et une accélération de la maturation 

des fruits, mais n'affecte pas la taille finale des fruits. D’autres études ont montré que 

l’hypoxie racinaire induite par l’inondation entraîne la réduction significative de l'allongement 

de la tige, masse des pousses, la masse racinaire et le nombre de feuilles, la longueur des 

pétioles qui contribue à une meilleure performance et la fermeture des stomates avec des 

altérations métaboliques, responsables de la réduction de l'incorporation du CO2 (Liao et Lin, 

2001 ; Huber et al., 2009). Enfin, l’hypoxie racinaire peut ralentir la germination des graines 

et provoque leurs mort (Ismail et al., 2009 ; Christianson et al., 2010). 

 

4.2. Effet de l’hypoxie racinaire sur le métabolisme azoté 

Lorsque la fonction des racines est perturbée par les inondations du sol, le transfert 

d'oxygène aux racines est ralentit, limitant ainsi leur respiration aérobie (Drew, 1997 ; Saglio 

et al., 1988). Dans les tissus hypoxiques, l'activité métabolique diminue en parallèle avec la 

diminution de la disponibilité d’oxygène et la fermentation est induite (Geigenberger et al., 

2000). Le stress hypoxique peut également conduire à une formation accrue d'espèces 

réactives de l'oxygène, qui induisent l'oxydation des phospholipides et des protéines (Szal et 

al., 2004) et qui limite le transport de l'eau et des minéraux aux feuilles et par suite diminue 

l'activité photosynthétique (Pezeshki, 2001).  

Parmi les marqueurs de l'hypoxie racinaire, induite par l’inondation, chez les plantes, on peut 

citer les plus importants : l’acide γ-aminobutyrique ou GABA et l'alanine qui est un acide 

aminé essentiel (Biais et al., 2010). 

Chez les plantes, plusieurs rôles ont été attribués au métabolisme du GABA tels que 

l’osmorégulation (Shelp et al., 1999) et le contrôle de l'homéostasie du glutamate (Masclaux-
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Daubresse et al., 2006). En outre, il a été démontré que le GABA participe aussi à la 

régulation du pH (Carroll et al., 1994 ; Crawford, 1995) et le déroulement du cycle de Krebs 

(Studart-Guimarães et al., 2007). Trois principales enzymes interviennent dans le 

métabolisme du GABA, qui se déroule dans deux compartiments cellulaires (figure I.6) : 

cytosolique et mitochondriale ; GABA est principalement synthétisée à partir de L-glutamate 

grâce à l'activité glutamate décarboxylase cytosolique (GAD). Il est ensuite transporté dans la 

mitochondrie pour être transformée par le GABA transaminase (GABA-T)  qui convertit le 

GABA en succinate semi-aldéhyde (SSA). Par la suite, le succinate semi-aldéhyde est oxydé 

par le succinate semi-aldéhyde déshydrogénase mitochondrial (SSADH) pour produire du 

succinate (Busch et Fromm, 1999). Alternativement, le succinate semi-aldéhyde peut 

également être réduit dans le cytosol via l'activité de γ-hydroxybutyrate déshydrogénase 

(GHBDH) qui produit le γ-hydroxybutyrate (GHB) (Breitkreuz et al., 2003). 

Un résultat très marqué est relié à l’accumulation de l’acide γ -aminobutyrique (GABA) qui 

aboutit à une augmentation des taux d'alanine dans les plantes en hypoxie racinaire (Miyashita 

et Good, 2008).  

Pour étudier la fonction du métabolisme du GABA sous hypoxie et sa contribution à 

l'accumulation de l'alanine, des études sont réalisées sur les gènes qui codent pour les deux 

enzymes clés du shunt GABA, glutamate décarboxylase (GAD) et GABA transaminase 

(GABA-T). Parmi les cinq gènes homologues GAD trouvés (GAD1-5) chez Arabidopsis 

Thaliana, l'expression GAD1 a été principalement trouvée dans les racines, tandis que 

l'expression GAD2 était présente dans tous les organes (Palanivelu et al., 2003 ; Reddy et al., 

2002). L’expression des gènes des autres GAD, était généralement faible. En réponse à 

l'hypoxie, l'induction de la transcription a été observée pour GAD4 seulement. Pour GABA-

T1, son expression a été détectée dans tous les organes, mais il n'y avait pas de changement 

significatif de la transcription dans des conditions hypoxiques. 

L'inhibition partielle de l'accumulation d'alanine en hypoxie induite par l’inondation, dans les 

racines de ces mutants, suggère que le shunt GABA est, en partie, responsable de 

l'accumulation d'alanine en vertu de l'hypoxie (Miyashita et al., 2007). 

La synthèse de l’alanine et du GABA est fortement inhibée par MSX (méthionine 

sulfoximine) et AZA (azasérine), les inhibiteurs de la glutamine synthétase et glutamate 

synthase qui jouent un rôle important dans l'accumulation d'acide aminé en condition de stress 

(Reggiani et al., 2000). 

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

réponse à l’hypoxie racinaire : L'alanine est le seul acide aminé dont la biosynthèse n'est pas 
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inhibée par une carence en azote. Les changements métaboliques qui ont été induits suivant 

l’inondation peut être mieux expliqués par l'activation du métabolisme de l'alanine en 

combinaison avec la voie de l'acide citrique. L'importance du métabolisme de l'alanine 

apparait très claire vue sa capacité à réguler le niveau de pyruvate (Rocha et al., 2010a). En 

fait, l’alanine se forme à l’aide d’une enzyme : l'alanine aminotransférase (AlaAT) qui 

catalyse le transfert réversible d'un groupe amine à partir du glutamate et du pyruvate pour 

former 2-cétoglutarate ou oxoglutarate et l’alanine.  Cette enzyme joue un rôle clé dans le 

métabolisme des plantes en reliant le métabolisme primaire du carbone avec la synthèse 

d’acides aminés ; AlaAT a une distribution très large dans la plante : son activité a été trouvé 

dans les feuilles, les racines et les organes floraux chez Arabidopsis thaliana (Igarashi et al., 

2003), dans les fruits (Rech et Crouzet 1974) et dans les tissus internes d'endosperme des 

graines en développement de Oryza sativa (Kikuchi et al., 1999).  

Medicago truncatula contient quatre gènes codant pour l’AlaAT (Ricoult et al., 2006) : 

AlaAT cytosolique (c-AlaAT ou AlaAT1) et mitochondriale (m-AlaAT ou AlaAT2), et 

l'alanine-glyoxylate (AGT1 et 2), avec une activité glyoxylate aminotransférase (Igarashi et 

al., 2003 ; Liepman et Olsen, 2003), catalyseurs, respectivement, des réactions réversibles 

d'alanine / oxoglutarate <==> glutamate / pyruvate et de l'alanine / glyoxylate <==> glycine / 

pyruvate, ont été exprimés dans les racines, les tiges et les feuilles ; l’analyse du 

fractionnement subcellulaire a montré que la l'activité GGAT est principalement située dans 

les peroxysomes. Sous stress hypoxique, m-AlaAT catalyse la synthèse d'alanine alors que la 

synthèse de glutamate à partir d'alanine amino est inhibée. La régulation de m-AlaAT 

s’effectue à la fois au niveau transcriptionnel et post-traductionnel pour augmenter son 

expression et orienter son activité, du produit de sa transcription vers la synthèse d'alanine 

sous hypoxie. Ainsi, l'activité fermentative de l'alanine aminotransférase (AlaAT) aboutit à 

bien régler le pH cytoplasmique sous hypoxie (Ricoult et al., 2005 ; Menegus et al., 1989) ; la 

synthèse d’alanine induit au moins deux avantages pour la tolérance de l'hypoxie : la 

conservation des squelettes carbonés qui seraient consommées par la glycolyse (Good et 

Muench, 1992, 1993), et la diminution de la disponibilité du pyruvate pour la synthèse du 

lactate qui permet d'éviter l’effet acide du lactate et la diminution du tau d’acétaldéhyde. 

L'induction hypoxique de l’AlaAT1 a été démontré précédemment (Klok et al., 2002 ; Walch-

Liu et al., 2005 ; Loreti et al., 2005) : le stress hypoxique induit rapidement la surexpression 

(régulation positive) d’AlaAT1 dès l'apparition du stress. D’autre stress, peuvent aussi régler 

l’expression d’AlaAT, comme la lumière et le stress azoté (Muench et al., 1998). 
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Dans des conditions hypoxiques, l'alanine est rapidement accumulé et devient l'un des plus 

abondants acides aminés dans les racines des plantes (Fan et al., 1997 ; Good et Muench, 

1993 ; Reggiani et al., 1989 ; Streeter et Thompson, 1972). Cependant, le mécanisme 

d'accumulation d'alanine par réponse à l’hypoxie racinaire induite par l’inondation, n’est pas 

été bien élucidé. Il parait que l’AlaAT est l'enzyme hypoxique clé, responsable de la 

production d'alanine par réponse à ce stress (Good et Crosby, 1989 ; Muench et Good, 1994). 

Chez les plantes d’Arabidopsis AlaAT1 mutantes (alaat1-1), une réduction très importante de 

l'activité AlaAT était détectée, ce qui suggère qu’AlaAT1 est l'isoenzyme AlaAT majeur chez 

Arabidopsis qui semble être crucial pour la conversion rapide de l'alanine en pyruvate 

(Miyashita et al., 2007). 

Sous stress hypoxique, l'inactivation de la phosphorylation oxydative et l’accumulation du 

pyruvate aboutit à une production plus faible d’ATP (Sato et al., 2002) ; pour compenser les 

produits fermentatifs, comme l'acétaldéhyde, l'éthanol, et le lactate, accumulés, permettant la 

régénération du NAD+ (nicotinamide adénine dinucléotide), les enzymes de fermentation, à 

savoir, le pyruvate décarboxylase (PDC) de l'alcool déshydrogénase (ADH) et le lactate 

déshydrogénase (LDH)] sont induites ainsi pour augmenter la glycolyse. Pour tolérer ce stress 

hypoxique, la régénération du NAD+ est très importante car, sans le NAD+ la glycolyse 

s’arrête (Ismond et al., 2003 ; Kûrsteiner et al., 2003).  

Pour aller plus loin dans l’implication de l’alanine, dans la réponse de la plante à l’hypoxie 

racinaire induite par l’inondation, la modulation du métabolisme de l'azote primaire, est 

étudiée chez les jeunes plantes de Medicago truncatula qui sont caractérisés par la régulation 

positive de l’alanine aminotransférase mitochondriale (mAlaAT) et du glutamate 

déshydrogénase 1 (GDH1) : 

Le marquage à l’azote 15 de l’amonium (NH4) a montré, pour la première fois, que la réaction 

d'adaptation de la plante à l'hypoxie consiste en une modification des flux d'azote par les voies 

de synthèse d’alanines et du glutamate. Sous hypoxie racinaire, le 15N-alanine, nouvellement 

synthétisé, a augmenté et s’est accumulé comme le principal acide aminé, tandis que la 

synthèse d'asparagine est inhibée et le 15N-glutamate est synthétisé à un taux similaire à celui 

du témoin. D’autre part, les voies de la fermentation sont catalysées par la pyruvate 

décarboxylase (PDC) et de l'alcool déshydrogénase (ADH), pour la production d'éthanol, et le 

lactate déshydrogénase (LDH) pour la production de lactate (Sato et al., 2002). Des taux plus 

élevés de la glycolyse et de la fermentation de l'éthanol sont détectés pour induire 

l'épuisement rapide des réserves de sucre et du carbone. L'expression de GDH1 a été stimulée 

par l'hypoxie induite par l’inondation, tandis que l'enzyme pourrait être impliqué au cours du 
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stress post-hypoxique contribuant à la régénération de 2-oxoglutarate par la voie du GDH 

(Limami et al., 2008). 

 

5. Contexte scientifique et objectif de la thèse 

Les effets négatifs de la submersion ou hypoxie racinaire sur la croissance des plantes sont 

principalement causés par l'inhibition des échanges gazeux entre la plante et son 

environnement (Armstrong et al., 1979).  

Les travaux dans le laboratoire de Physiologie Moléculaire des Semences (PMS) se focalisent 

sur l’étude du métabolisme azoté chez le modèle Medicago truncatula. Une des thématiques 

de l’équipe est la recherche des réponses de la plantes vis-à-vis des stress abiotiques ; parmi 

ces stress, le stress hypoxique ou l’hypoxie racinaire induite par inondation (Bailey-Serres et 

Voesenek, 2008 ; Geigenberger et al., 2000). 

Cette thèse est organisée en deux grandes parties : une partie d’étude phénotypique et 

une autre partie d’étude métabolomique : 

L’objectif de la première partie est le suivant : « Evaluation (détermination) de l’effet de 

l’hypoxie racinaire sur la croissance des parties aériennes et racinaires chez Medicago 

Truncatula : Masse aérienne et masse racinaire (Masse fraiche et Masse sèche) » sous 

l’hypothèse suivante : «Sous hypoxie racinaire, on a une diminution de la biomasse 

(croissance) des plantes ». 

Dans ce but, plusieurs méthodes de germination ont été mises en place et avait été conçues ; 

des plantes, soumises sous stress hypoxique, sont comparées à des plantes témoins et nous 

sommes focalisés sur l’étude des effets de l’hypoxie sur la croissance des plantes jeunes 

(âgées de 3 semaines). 

L’objectif de la deuxième partie de la thèse est de montrer comment la plante va 

répondre à l’hypoxie racinaire induite par l’inondation en modifiant son métabolisme 

(Ricard et al., 1994 ; Streeter et Thompson, 1972). 

Nous avons procédé à une analyse métabolomique des parties aériennes et racinaires des 

plantes sous stress hypoxique comparées toujours à des plantes contrôles, dans le but de 

comprendre l’effet de l’hypoxie racinaire sur le métabolisme azoté et carboné des plantes. 
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Chapitre II : 

Matériels et méthodes 
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1. Matériel biologique 

1.1  Medicago truncatula 

En raison de ces caractéristiques génétiques et de sa grande biodiversité naturelle, 

Medicago truncatula a été choisie comme modèle pour l’étude des Légumineuses, au sein de 

la famille des Papillionacés (Jonak et al., 1996, Cook, 1999). La lignée A17 (figure II.1), 

utilisée dans le monde de la recherche, est utilisée au cours de ce travail ; dans nos travaux, 

Medicago truncatula (A17) a été utilisée en différents stades de son développement. 

 

1.2 Germination et culture des plantes 

Les gousses du genre Medicago truncatula, caractéristiques propres des Légumineuses, 

renferment en moyenne 7 à 8 graines dont la dormance doit être levée avant la mise en 

germination. Dans un premier temps, les graines sont scarifiées par traitement chimique à 

l’acide sulfurique concentré (H2SO4) pendant 5 à 6 minutes puis ensuite elles sont rincées 5 

fois à l’eau distillée stérile. Une stérilisation supplémentaire des graines, selon leur état 

sanitaire, peut être réalisée en les incubant dans l’eau de Javel (à 2,5%), suivie de 4 nouveaux 

lavages dans l’eau stérile. Au dernier lavage, les graines sont gardées dans l’eau pendant 

1heure pour l’imbibition et pour accélérer la réhydratation des graines. Pour toutes les 

manipulations, les graines imbibées sont transférées dans des boîtes de Pétri en verre de 90 

mm de diamètre sur un papier filtre Whatmann (réf. 3236 Whatman) imbibé avec 3.5 ml de 

solution nutritive (voire composition en tableau II.1). Cinquante graines environ ont été 

disposées par boîte. Les boîtes sont ensuite placées dans un incubateur à 22°C à l’obscurité 

pendant 2 jours jusqu’à l’émergence de la radicule.  

Les plantules sont ensuite cultivées dans des pots (Ø: 6.5 cm et 10 cm de hauteur), remplis par 

de la vermiculite et ensuite bien arrosés par la solution nutritive et cela jusqu’à ce que la 

solution sort du fond de chaque pot (c’est-à-dire que la vermiculite doit être très bien imbibée 

par la solution nutritive), dans une chambre de culture. La température est de 22°C, la 

photopériode est de 16h lumière /8h obscurité et l’hygrométrie est de 60-80%. Les plantes 

sont ensuite arrosées trois fois par semaine (figure II.2). 
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Figure II.1 : Croisements établis avec les lignées de M. truncatula dans les laboratoires à Tunis (ME. Aouani), 
Toulouse (T. Huguet), Montpellier (JM. Prosperi) et Rennnes (ML. Pilet-Nayel). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figure II.2  : Plantes, de Medicago truncatula, témoins plantées dans des pots de vermiculite et arrosées par la 
solution nutritive, âgées de 3 semaines. 
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1.3 Application du stress hypoxique 

La composition de la solution nutritive utilisée est basée sur les recommandations de 

Murashige et Skoog, 1962, pour la germination des plantes dans des conditions normales, et 

d'autres conditions de culture des systèmes hydroponiques. Les plantes ont été répartis au 

hasard dans des chambres de culture à la température de 22 ± 0,2 ° C et une humidité relative 

de 70% ± 2%. Le cycle circadien est composé de 16 heures de lumière et 8 de nuit. Au bout 

de trois semaines de développement, les plantes sont placées dans un plateau et sont mises en 

stress hypoxique (figure II.3) par immersion de leur partie racinaire (toute la partie racinaire 

jusqu’à l’hypocotyle) ; cette immersion est faite à l’aide d’une solution nutritive à 2% 

d’oxygène (on a fait buller d’hélium pendant 5 à 7 minutes) ; ces plantes représentent le 

groupe du stress hypoxique racinaire. Les plantes témoins sont arrosées par la solution 

nutritive, à une fois tous les deux jours et sont en même conditions de température, 

d’humidité, d’hygrométrie et de photopériode que les plantes sous stress hypoxique racinaire. 

La concentration d'oxygène dans la solution nutritive et dans d'autres endroits biologiques a 

été mesurée (voire partie I.5) à l'aide senseur d'oxygène électrochimique (GMH 3630, 

Greisinger, Regenstauf, Allemagne). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.3 :  plantes âgées de 3 semaines, en stress hypoxie avec la solution nutritive. 

 

 

 

Solution nutritive 
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1.4 Préparation de la solution nutritive 

Les plantes ont été irriguées par une solution nutritive, milieu MS (Murashige et Skoog,  

1962) ; cette solution (préparée dans l’eau) contient tous les éléments minéraux nécessaires 

pour le bon développement et la croissance des plantes. 

Elle est composée des éléments minéraux figurants dans le tableau II.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Pour étudier les mécanismes de la réponse des plantes de « Medicago truncatula » au 

stress hypoxique racinaire, les plantes ont été cultivées sous conditions de normoxie et sous 

stress hypoxique racinaire.  

Les mesures de la teneur en pourcentage d'oxygène dans les pots contenants les plantes en 

hypoxie ont montré que ces plantes sont bien dans des conditions d’hypoxie avec un 

pourcentage de 1,5 à 2% d'oxygène entre les racines (figure II.4, 5), cela signifie dans des pots 

contenants ces plantes et cette concentration persiste pendant toute la durée d'application du 

stress hypoxique racinaire. 

Dans la solution hypoxique, en d’autre terme, à l'extérieur des pots contenant les plantes, le 

pourcentage d'oxygène augmente à 15% (proche de celle de l'air). Cependant, la mesure du 

pourcentage d’oxygène dans des pots contenant les plants témoins (figure II.4), a montré des 

valeurs très proches de celles l'air : 20 à 21% d'oxygène. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.4 :  Mesure de la concentration d’oxygène entre les 
racines des plantes témoins 

 

Figure II.5 :  Mesure de la concentration d’oxygène, en allant de 
gauche à droite: dans l’air, chez les plantes en hypoxie, dans la 

solution hypoxique et chez les plantes témoins 
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1.6 Mesure de la quantité d’oxygène consommée et émise par des fragments foliaires 

des plantes 

Des fragments foliaires, de chacun des deux groupes des plantes, sont placés dans 1 ml de 

tampon (4 mM phosphate et 10 mM sucrose) et le tout est ensuite transféré dans le tube de 

l'électrode (figure II.6). Les quantités d'oxygène, consommée et émise, sont mesurées à 

l'obscurité et à la lumière respectivement. A chaque mesure, trois répétitions ont été 

effectuées. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure II.6 :  Mesure de la quantité d’oxygène consommée et émise par les fragments foliaires. 
 
 
 

1.7 Stockage des échantillons 

Dans chaque pot, quatre plantes sont cultivées ; pour chaque prélèvement, deux pots sont 

réservés et les échantillons, prélevées des parties aérienne et racinaire en matière fraiche, sont 

mis tout de suite dans l’azote liquide puis sont stockées à – 80°C pour les conserver jusqu' à 

leur utilisation. Une autre partie des échantillons est conservé à température ambiante, après 

leur lyophilisation. 
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2. Aspect physiologique 

L’étude de l’aspect physiologique des plantes dans les différentes conditions est basée sur 

la comparaison de la physiologie des plantes à l’aide des mesures de la masse fraiche et de la 

masse sèche des parties aériennes et racinaires ; ceci est suivi des comparaisons par des 

photos des plantes dans les différents stades de développement. 

 

2.1 Prélèvements des parties aériennes et racinaires 

Dans chaque prélèvement, les échantillons (des parties aériennes et racinaires) destinées à 

mesurer les masses aériennes et racinaires des plantes, sont déposé dans des papiers 

d’aluminium puis les poids frais sont notés, ensuite les échantillons sont mis dans l’étuve à 

95°C pendant 48 heures. Une fois que les échantillons sont secs, les poids sont pris de 

nouveau. 

 

2.2 Mesure des masses sèches et fraiches 

Pour mesurer la masse fraiche des échantillons, un mélange de toutes les plantes (deux 

pots sont réservés pour chaque temps avec quatre plantes par pots) est effectué puis la masse 

totale de ces plantes est notée directement par lecture sur la balance électronique. 

  

2.3 Comparaison des images 

En parallèle des prélèvements des échantillons biologiques, des photos pour chaque stade 

de développement des plantes sont pris à l’aide d’un appareil photo, en comparant toujours les 

différentes conditions considérées dans nos expériences. 

 

3. Analyse des acides ribonucléiques 

3.1 Extraction des ARN totaux au « Trizol » 

Pour l'isolement d'ARN total, les échantillons congelés (parties aériennes et racinaires) à   

-80°C, ont été broyés dans l’azote liquide avec un mortier et un pilon. La poudre homogène 

est ensuite traitée par le « TRI Reagent » (Ambion, Austin, TX, USA) selon le protocole 

recommandé par le fabriquant.  

 

3.2 Dosage des ARN 

La concentration d´ARN a été déterminée avec le Spectrophotomètre (NanoDrop, Thermo 

Scientific), en mesurant l’absorbance à 260 nm pour calculer le volume de 2µg d’ARN. A 

cette longueur d’onde, une unité d’absorbance correspond à une concentration de 40 µg/ml 
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d’ARN. Il est également possible de déterminer la pureté des échantillons en mesurant le 

rapport d’absorbance 260 nm / 280 nm, qui doit être supérieur à 2 pour l’ARN. 

 

3.3 Reverse Transcription (RT) 

L’obtention d’ADNc s’effectue à partir des ARN totaux grâce à une transcriptase inverse 

(RT) ; 2 µg d'ARN total sont mélangés avec 200 U de RT-MMLV (Promega, Madison, WI, 

USA), 0,7 µl du « random primer » (Invitrogen, conc. 3 µg/ml, Breda, Pays-Bas) et en 

présence de 40 U d'inhibiteur des ribonucléases recombinants « RNasin » (Promega). Le 

mélange réactionnel est ensuite incubé pendant 1 h à 37 °C dans un volume total de 50 µl. 

 

3.4 qRT-PCR 

La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) amplifie une séquence d’ADN cible à 

l’aide d’un couple d’amorces, correspondant à une séquence d’oligonucléotides et d’une 

enzyme la Taq ADN polymérase. Cette amplification se déroule en trois phases : la 

dénaturation (les brins d’ADN se séparent), l’hybridation (le couple d’amorces s’accroche à 

l’ADN cible) et l’élongation (synthèse du brin complémentaire d’ADN). La qt-RT-PCR est 

réalisée sur l’appareil ABI PRISM 7000 (SDS) Sequence detection System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). L’appareil est composé d’un thermocycleur couplé à un 

microspectrofluorimètre et d’un ordinateur qui permet l’acquisition des données. Chaque 

réaction est réalisée avec 5µl d'une dilution à 1/2 (v / v) de l'ADNc en utilisant un SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), selon les recommandations du fournisseur 

avec 200 nM de chaque amorce dans une réaction totale de 25 µl. Le SYBR Green est un 

fluorophore capable de se lier à l’ADN double brin. Il est fluorescent lorsqu’il est lié à l’ADN 

alors qu’il ne fluoresce pas sous forme libre. Les séquences de gènes ont été obtenues à partir 

de la carte génétique de Medicago.Truncatula (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi; voir aussi 

Limami et al., 2008.). La réaction PCR est incubée pendant 2 min à 50°C et 10 min à 95°C 

suivie de 40 cycles de 15 s à 95°C et 1 min à 60 °C. La spécificité de la procédure 

d'amplification par PCR a été vérifiée avec un protocole de spectre de dissociation (65°C à 

95°C) après le dernier cycle du PCR. Chaque incubation est réalisée avec trois répétitions 

biologiques en utilisant une réaction PCR en dupliqué pour déterminer les valeurs de Ct 

(Cycle threshold), correspondant au nombre de cycles nécessaires pour atteindre une valeur 

seuil de fluorescence ; le Ct est inversement proportionnel à la quantité d’ADNc matrice. La 

détection des produits d’amplification est réalisée par mesure de fluorescence grâce au SYBR 

Green. Les résultats obtenus correspondent à la fluorescence mesurée au cours des cycles de 
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PCR. La quantité d'ARNm est calculée en nombre de copie (41,15-Ct)/3,41). Les résultats 

présentés pour chaque échantillon représentent la moyenne de trois répétitions biologiques 

réalisées, comprenant chacune deux réactions de qRT-PCR indépendantes (répétitions 

techniques). 

 

4. Etude des métabolites 

4.1 Métabolome 

La chromatographie en phase gazeuse (time-of-flight mass spectrometry, GC / TOFMS) a 

été effectuée sur une spectrométrie de masse « LECO Pegasus III » (LECO, Garges-lès 

Gonesse, France) avec un système « Agilent 6890N GC » et un échantillonneur automatique 

liquide « Agilent 7683 » (Agilent Technologies, Massy, France). La colonne a été un « RTX-

5 w/integra-Guard » (30m ± 0.25mm i.d.þ10m, colonne de garde intégrée; Restek, Evry, 

France). 

Les échantillons, de racines et des parties aériennes (20 mg de poudre de matière lyophilisée), 

ont été broyés dans un mortier dans l'azote liquide, puis dans 2 ml de méthanol à 80%, dans 

lequel le ribitol (100 mmol) a été ajouté comme étalon interne. 

Les extraits ont été transférés des tubes Eppendorf de 2 ml et centrifugé à 10 000 g et 48 ° C 

pendant 15 min. Les surnageants ont été transférés dans des tubes frais et centrifugés à 

nouveau. Plusieurs aliquotes de chaque extrait (0,1 ml, 0,2 ml et 0,4 ml) étaient mis à sécher, 

sous vide et stockés à - 80 ° C jusqu'à l'analyse. 

- Dérivatisation des échantillons et analyse 

La méthoxyamine a été dissous dans la pyridine à 20mg/ml et 50 ml de ce mélange a été 

utilisé pour dissoudre l'échantillon sec (0,2 ml d’aliquote). Après une agitation vigoureuse, les 

échantillons ont été incubés pendant 90 min à 30,8°C avec agitation. Puis 80 ml de N-

méthyle-N-(triméthylsilyl) trifluoroacétamide (MSTFA) a été ajouté et le mélange a été agité 

au vortex et incuber pendant 30 min à 37,8°C avec agitation.  

Le mélange de dérivatisation a ensuite été incubé pendant 2 h à température ambiante. Les 

analyses ont été effectuées en injectant 1 ml à une température de l'injecteur de 230,8°C. La 

séparation chromatographique a été effectuée avec de l'hélium comme gaz porteur à un débit 

de 1mL/min à un débit constant et en utilisant une marge de température allant de 80 à 

330,8°C entre 2 et 18 minutes, suivi par 6 min à 330°8C. Le temps total d'exécution par 

injection était de 30min. 
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4.2 Extraction d'acides aminés et dosage par chromatographie liquide haute pression 

(HPLC) 

- Extraction d'acides aminés : 

Les acides aminés totaux sont extraits des échantillons (parties aériennes et racinaires) 

dans 1ml d'éthanol 96% (v / v), puis une agitation pendant 1 h à 4°C. Après centrifugation 

(9800g, 4°C, 15min), la fraction d'éthanol est récupérée et le même processus est ensuite 

répété avec de l'eau déminéralisée. Puis les fractions d'éthanol et de l'eau sont combinées. 

Après évaporation de l'extrait sous vide, les résidus organiques ont été dissous dans de l'eau 

déminéralisée et le même volume de chloroforme y est ajouté. Après centrifugation  

(12000g, 4°C, 15min), la phase aqueuse, contenant les acides aminés, est récupérée et est 

ensuite mise à sécher sous vide. Les acides aminés sont ensuite redissous dans l'eau 

déminéralisée. 

- Dosage par chromatographie liquide haute pression (HPLC) 

La chromatographie est une méthode de séparation des constituants d'un mélange même 

très complexe. Le mélange à séparer est injecté dans la colonne (phase stationnaire), dilué 

dans la phase mobile et entraîné à travers la colonne. Dans des conditions de chromatographie 

donnée, le "temps de rétention" (temps au bout duquel un composé est élué de la colonne), 

caractérise qualitativement une substance. Un détecteur, placé à la sortie de la colonne, 

permet d’identifier le temps de rétention de chaque composé, mais aussi leur concentration. 

La détection se présente sous forme d’un chromatogramme; l’abscisse indique le temps de 

rétention donc la nature du soluté alors que l'amplitude, l'aire et la ligne de base des pics 

permettent de mesurer la concentration de chaque soluté dans le mélange injecté. L’HPLC 

(fig. II.7) est une chromatographie où les deux phases (mobile et stationnaire) sont liquides. 

Le principe est basé sur l’affinité des composés à analyser pour l’une ou l’autre des phases 

(éluants). 

Les échantillons sont filtrés par une seringue en nylon avec filtre (0,45 lm), puis sont analysés 

par HPLC (Waters Corporation, Massachusetts, États-Unis). Les acides aminés ont été 

déterminés par la méthode « Waters AccQTag » qui utilise le réactif « AccQFluor «  pour 

dériver les acides aminés. Le 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate (AQC), un 

composé très réactif, forme des dérivés stables avec les acides aminés primaires et 

secondaires, y compris la proline. Les dérivés sont séparés par phase inverse (colonne C18) 

HPLC et quantifiés par la détection de la fluorescence. Chaque échantillon a été analysé pour 

plus d’une heure. Les concentrations, de tous les acides aminés déterminés par HPLC, ont été 
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additionnées pour déterminer la quantité totale des acides aminés. Les mesures ont été 

répétées deux fois pour chaque répétition biologique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.7 : Schéma d’une chromatographie liquide haute performance. L’échantillon est introduit au niveau de 
l’injecteur (manuellement ou automatiquement par l’appareil), puis les composés sont séparés lors de leurs 
passages dans la colonne. 

 

 

4.3 Dosage des chlorophylles 

Les chlorophylles sont extraites à partir des matières fraiches dans du dimethylformamide. Le 

mélange est laissé à incuber au minimum 1 heure à 4°C, à l’abri de la lumière, et sous 

agitation régulière. Après 10 min de centrifugation à 15000g, 4°C, le surnageant est prélevé. 

L’absorbance est mesurée à 664 nm, contre du dimethylformamide. La teneur en chlorophylle 

totale est calculée d’après la formule : (1000 x DO664)/36 = qchloro (en mg/mL). 

 

4.4 Dosage du nitrate 

La teneur en nitrate est dosée selon la méthode de Cataldo (1975) dont le principe repose 

sur la formation d’un complexe absorbant à 410 nm, en milieu alcalin, et dû à la nitratation de 

l’acide salycilique à PH acide. Pour cela, 10µL d’extrait hydroalcoolique sont mélangés à 40 

µL d’acide sulfosalycilique à 5%. Après 20 min d’incubation à température ambiante, 950 µL 

de soude 2 N sont ajoutés. 
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Pour les témoins, l’acide sulfosalycilique est remplacé par l’acide sulfurique. Après retour à 

température ambiante, la différence d’absorption entre l’essai et le témoin est comparée à 

l’absorbance d’une gamme étalon. 

 

5. Etude des sucres solubles 

5.1 Extraction des sucres solubles 

Les échantillons (parties aérienne et racinaire) sont lyophilisés puis broyés à l’aide d’un 

broyeur à billes ou dans un mortier + pilon. 15 à 20 mg (poids sec) sont ensuite pesés avec la 

balance de précision (4 chiffres après la virgule), puis 1ml de MeOH 80% et 40µl de 

mélizitose (standard interne) 4g/L y sont ajoutés ; après vortexage (les échantillons sont 

toujours conservés dans la glace), le mélange est incubé 15 minutes à 76°C dans un bain 

marie. 

Le méthanol est évaporé sous vide dans un Speedvac AES1010 (Savant Instruments, 

Hyderabad, Inde). Les culots sont repris dans 1ml d’eau milliQ, vortexés et ensuite 

centrifuger 5 min à 14.000 rpm à 4°C. Les surnageants  sont prélevés et conservés à -20°C 

jusqu’à analyse.  

 

5.2 Dosages des sucres par chromatographie liquide haute pression (HPLC) 

Après une dilution appropriée dans un volume final de 200 µl, les sucres ont été analysés 

par chromatographie de haute performance en phase liquide (HPLC) sur une colonne 

Carbopac PA-1 (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) décrite par Rosnoblet et al., 

(2007). 

Rq. : 200µl est le volume nécessaire pour une lecture sur DIONEX 

 

6. Etude de l’activité enzymatique de la « nitrate réductase » 

La nitrate réductase réduit le nitrate en nitrite qui développe une coloration rose par la 

réaction avec le N naphtyl-1-éthylène diamine chlorhydrate (NMED) en milieu acide. La 

matière fraiche est broyée dans l’azote liquide puis les protéines sont extraites. Un tampon 

MOSP-KOH 50 mM et PH 7,6 (Tableau II.2) est utilisé pour solubiliser la poudre obtenue. 

L’activité NR est alors dosée en présence d’EDTA (activité maximale potentielle in vitro) et 

en présence de Mg2+ (représente l’état de phosphorylation apparente ou l’état d’activation de 

l’enzyme). Pour chaque échantillon, 50 µL d’extrait sont incubés à 30°C en présence de 90µL 

de milieu réactionnel MOPS-KOH 50 mM PH 7,6 (EDTA et MgCl2 ; tableau II.3). Après 20 
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min, la réaction est arrêtée en ajoutant 90 µL de sulfanilamide (à 10 g/L dans du HCl 3 N). 

Une coloration s’est développée par l’addition de 90µL de NNED (à 0,2 g/L dans l’eau). 

Un blanc pour chaque échantillon est effectué par le mélange, dans l’ordre des constituants 

suivants : milieu réactionnel EDTA + sulfanilamide + extrait enzymatique + NNED. 

 

 

Tableau II.2 : Composition du tampon d’extraction de protéines pour dosage de l’activité NR 

Concentrations finales dans la solution 

NaF      5mM 
Na2MoO4    1µM 
FAD     10µM 
Leupeptine    1µM 
2-mercaptoéthanol   2mM 
EDTA de Na    5mM 
PVP     30mg/échantillon 

 

 

Tableau II.3 : Composition des milieux de réaction pour dosage de l’activité NR 

Concentrations finales dans la solution 

NaF      5mM 
KNO3     10mM 
NADH     150µM 
MgCl2, 6H2O  10mM (uniquement pour R-Mg2+) 
EDTA   5mM (uniquement pour NR-EDTA) 

 

 

7.7.7.7. Dosage de l’azote total et analyse isotopique 15N/14N  

7.1 Dosage de l’azote total 

Le dosage de l’azote total est effectué sur les échantillons prélevés durant les 5 semaines 

du traitement au stress hypoxique racinaire, sur la partie aérienne et racinaire des plantes 

témoins et sous stress hypoxique racinaire ; en fait, Après avoir séparer les parties aériennes et 

les racines ainsi que rassembler et homogénéisé les échantillons de chaque temps et pour 

chaque condition (trois répétitions biologiques pour chaque temps), les échantillons sont 

ensuite séchés à l'étuve à 60°C pendant 48 heures puis réduits en poudre fine grâce à un 

broyeur à bille. La teneur en azote total est déterminée par spectrométrie de masse (méthode 

expliquée ci-dessous). 
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7.2 Marquage 15N et analyse isotopique 15N/14N 

Les plantes sont mises à germer (comme dans toutes les autres expériences) durant 3 

semaines, puis elles sont divisées en deux groupes, un groupe témoin et un autre qui subit le 

stress hypoxique racinaire ; ensuite, les racines, des deux groupes, sont rincées deux fois avec 

une solution de CaCl2 (1 mM) à 20°C puis, les plantes témoins sont arrosées avec une 

solution nutritive contenant 12 mM de nitrate marqué (K15NO3, excès isotopique = 99 %) 

alors que les plantes du groupe en hypoxie racinaire, sont remises, tout de suite après le 

rinçage au CaCl2, en hypoxie racinaire avec une solution nutritive, de la même composition 

que celle utilisée au départ, mais qui contient 12 mM de nitrate marqué.  

Après 24 heures d’exposition à la solution nutritive contenant 12 mM de nitrate marqué, les 

racines sont de nouveau rincées deux fois en les plongeant successivement dans deux bacs de 

CaCl2 (1 mM) maintenus à 4°C afin de bloquer le métabolisme racinaire. Les parties 

aériennes et les racines sont ensuite séparées, pesées (MF), séchées à l'étuve à 60°C pendant 

48 heures, pesées à nouveau (MS) puis réduites en poudre fine grâce à un broyeur à bille. 

Le système utilisé pour les analyses isotopiques comprend un spectromètre de masse 

("twenty-twenty", Europa Scientific) permettant de mesurer le rapport 15N/14N, couplé à un 

appareil assurant la production de N2 à partir d'échantillons solides ou liquides (Roboprep 

CN). 

Les échantillons, sous forme de poudre sèche très finement broyée, sont pesés dans des 

nacelles en aluminium de 4 mm de diamètre et de 6 mm de hauteur de façon à injecter 80 à 

100 µg d'azote dans le spectromètre de masse. La masse précise de l'échantillon est alors 

notée à ± 1 µg. Les échantillons ainsi conditionnés sont disposés dans un injecteur en tête de 

la colonne de combustion (injecteur Robopreb CN). Leur injection dans la colonne 

d'oxydation est réalisée dans un flux d'hélium en légère surpression, afin d'éviter toute 

contamination par le gaz carbonique et l'azote moléculaire de l'air. La combustion des 

échantillons a lieu en tête de colonne d'oxydation (Cr2O3 et oxyde de cuivre à une température 

de 1000°C). Une élévation de température (1600°C) assurée par un apport d'oxygène conduit 

à une combustion totale des échantillons. A la sortie de la colonne d'oxydation, l'échantillon 

se trouve alors sous forme de N2, CO2, H2O et d'oxydes d'azote. La réduction de ces derniers 

en N2 est alors assurée par un passage sur une colonne de cuivre métallique à 600°C (colonne 

de réduction). Le piégeage de l'eau et du CO2 est réalisé par passages successifs sur deux 

colonnes contenant respectivement du perchlorate de magnésium et du "carbosorb"(PDZ 

Europa). L'azote gazeux est injecté dans le spectromètre de masse où il est d'abord ionisé. Les 

ions moléculaires positifs alors formés sont accélérés dans une chambre électrique, puis 
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déviés dans un champ magnétique. Leur angle de déviation est directement affecté par le 

rapport de leur masse (m) à leur charge (z). Toutes les molécules de N2 ionisées étant de 

même charge, leur angle de déviation est directement affecté par leur masse. Ainsi, la 

déviation de l'azote moléculaire de masse 28 sera plus importante que celle de l'azote de 

masse 29, elle-même plus importante que celle de l'azote de masse 30. Les ions sont ensuite 

collectés sur trois détecteurs. Les signaux qui en résultent sont ensuite amplifiés puis transmis 

à un système informatique. La quantification de l'azote est réalisée en faisant la somme des 

signaux obtenus à partir des masses 28 (14N/14N), 29 (15N/14N) et 30 (15N/15N). L'abondance 

isotopique en 15N est alors calculée par l'intermédiaire du rapport des signaux 29/28 pour de 

faibles excès isotopiques et 30/29 pour des excès isotopiques élevés. 

 

8. Système de « Split-root » : 

Le principe de ce système consiste à : après leur développement durant trois semaines en 

normoxie en les arrosant par de la solution nutritive (12mM NO3), les plantes sont divisées en 

plusieurs groupes : 

- Un groupe qui subira le transfert dans des nouveaux pots (juste pour avoir le même 

stress que les autres groupes). 

- Un groupe qui sera aussi transféré et ensuite mis en hypoxie racinaire. 

- Un groupe des plantes qui sera transféré dans des nouveaux pots où les racines de 

chaque plante seront divisées en deux parties (dans le même pot), une partie qui 

restera toujours en normoxie et l’autre partie des racines (qui représente ~ 10% des 

racines de la plante) sera mise en hypoxie dans un tube contenant de la solution 

nutritive et installé dans le pot contenant l’autre partie des racines qui est en normoxie 

(figure II.8).  
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Figure II.8 :  Principe de « Split root » : les racines de la même plante sont divisées en deux parties, une partie 
qui est en hypoxie et une autre partie qui reste toujours en normoxie. 
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Chapitre III : 

Effets de l’hypoxie racinaire sur la croissance et le 

métabolisme azoté chez les plantes de « Medicago 

truncatula », à court et long terme 
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III-1 Introduction 
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Les plantes sont soumises à un grand nombre de facteurs environnementaux et 

biologiques ; ces conditions, parfois négatives, peuvent affecter le développement des plantes 

(Voesenek et al., 2006) ; parmi ces facteurs, on a les inondations, qui varient 

considérablement dans le calendrier saisonnier par la durée, la profondeur et la fréquence 

(Voesenek et al., 1990). En fait, les inondations influencent la présence et la répartition des 

espèces végétales et provoquent souvent la privation transitoire d'oxygène dans la rhizosphère 

et ses limites, ce qui affecte la performance des plantes. Les racines nécessitent l'apport 

d'oxygène suffisant pour atteindre leur fonction complète, ce qui pourrait se transformer à un 

stress hypoxique racinaire limitant la disponibilité d'oxygène pour les plantes (Setsuko et al., 

2004) ; une fois que le sol est inondé et tous les pores aériens sont remplis, les échanges 

gazeux entre le sol et l'atmosphère, sont extrêmement limitées (Ponnamperuma, 1989). 

Un nombre limité d'études ont étudié le phénomène d'inondation et le stress hypoxique 

racinaire (Pedreschi et al., 2009 ; Kawano et al., 2008 ; Qi et al., 2004) malgré l'impact 

potentiellement négatif sur la production agricole et les rendements. La réponse cellulaire à 

une diminution en oxygène est détectée par le changement du métabolisme anaérobie du 

pyruvate chez les espèces tolérantes et intolérantes ainsi que les réponses métaboliques au 

stress hypoxique ont été généralement décrits comme «active» ou «passive» en termes de 

consommation d'hydrates de carbone (Gibbs et al., 2000) ; lorsque ces plantes sont 

complètement immergées, la fermentation est stimulée, leur respiration aérobie est limitée 

(Mommer et al., 2005 ; Drew, 1997) et leur catabolisme des hydrates de carbone est réduit 

(Xu et al., 2000). 

Les plantes ont développé plusieurs réponses pour atténuer les conséquences du manque 

d'oxygène durant le stress hypoxique racinaire ; l’ensemble de ces réponses adaptatives est la 

solution pour échapper à ce stress (Bailey et Voesenek, 2008). Parmi ces adaptations, 

différents changements anatomiques et morphologiques telles que l’augmentation de la 

biomasse par allongement des tiges (Voesenek et al., 1990), la formation des aérenchymes, 

l'allongement des pétioles, le développement des racines adventives, l'altération de la porosité 

racinaire et la présence des films de gaz autour des racines et des feuilles inondées, celles-ci 

devraient aider à fournir de l'oxygène grâce à la photosynthèse (Mommer et Visser, 2005).  

Les études ultérieures ont montré que sous stress hypoxique racinaire, les réponses 

moléculaires et physiologiques des plantes, ont révélé ces adaptations au stress pour assurer la 

survie maximale pour de longues périodes (Kreuzwieser et al., 2008) chez des plantes qui ne 

résistent pas à l'hypoxie comme le concombre (Kang et al., 2008), le coton (Christianson et 

al., 2010), la tomate (Vidoz et al., 2010), le maïs (Zea mays), Arabidopsis thaliana et la 
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pomme de terre (Solanum tuberosum) contre d'autres plantes telles que le peuplier (Rood et 

al., 2009) et le riz (Lee et al., 2009) qui ont la capacité de vivre en hypoxie pendant de 

longues périodes et même de se développer. 

Une autre classe de réponses hypoxiques comprend des voies productrices d'énergie 

(Geigenberger, 2003) et les phénomènes métaboliques qui sont considérablement modifiées 

(van Dongen et al., 2009) ; dans les tissus hypoxiques, l'activité métabolique diminue 

parallèlement à la diminution de la fréquence respiratoire et la concentration en oxygène est 

faible, la fermentation est induite (Geigenberger et al., 2000). L'hypoxie peut également 

conduire à la formation accrue d'espèces réactives de l'oxygène, qui causent l'oxydation des 

phospholipides et des protéines (Szal et al., 2004) et limite le transport de l'eau et des 

minéraux vers les feuilles et par conséquent la réduction de l'activité photosynthétique 

(Pezeshki et al., 2001) et de son potentiel qui sera toujours limité comme la disponibilité du 

CO2 est atténuée aussi (Silvertown et Law, 1987 ; Drew, 1997 ; Andrews et al., 1994 ; 

Mommer et Visser, 2005 ; Mommer et al., 2005) et par suite, aboutit souvent à la mort des 

racines puis de la plante entière en quelques heures ou quelques jours (en fonction de l'espèce 

considérée). 

Dans ce chapitre, nous étudions l’effet du stress hypoxique racinaire sur le métabolisme 

azoté de la plante à court puis à long terme. Dans cette étude, on s’est focalisé sur l’éude 

de la teneur en nitrate et d’amonium puis l’évolution des différents métabolites et 

l’expression de gènes impliqués dans cette réponse ainsi qu’une étude de marquage à 

l’azote (15N) est ensuite réalisée. 
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III-2-1 Résultats : expérience, stress hypoxique 
racinaire à court terme 
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III-2-1-1 Dosage du nitrate : 

Le dosage du nitrate est effectué sur la partie aérienne et la partie racinaire de chacun des 

deux groupes étudiés des plantes pour les temps suivants : 0, 8, 24, 36, 48 et 72 heures 

d’hypoxie racinaire (figure III.1).  

Dans les racines, des différences significatives ont apparu dès 8 heures du stress hypoxique 

racinaire entre le groupe des plantes témoins et le groupe des plantes en « hypoxie 

racinaire » où la concentration du nitrate est moins important et cela jusqu’à 72 heures. 

Dans la partie aérienne, la concentration du nitrate tend à diminuer à partir de 24 heures chez 

le groupe des plantes sous stress hypoxique racinaire comparé au groupe témoins et la 

différence devient significative en 48 et 72 heures. 

 

III-2-1-2 Dosage d’ammonium : 

L’ammonium a été dosé chez ces deux groupes de plantes (figure III.2) ; dans les 

racines, l’ammonium s’accumule à partir de 24 heures d’hypoxie et continue à augmenter 

pour atteindre un maximum après 72 heures de stress, alors que dans la partie aérienne, il n’y 

a pas de différences entre les deux groupes de plantes considérés pendant toute la durée 

d’application du stress. 

 

III-2-1-3 Mesure de « l’activité nitrate réductase » (ANR) : 

La mesure de l’activité nitrate réductase (ANR) a montré des effets significatifs dans les 

racines, chez le groupe en hypoxie racinaire comparé au groupe témoins ; elle augmente par 

réponse à l’hypoxie racinaire pour atteindre un maximum au bout de 48 heures. Dans la partie 

aérienne, la mesure de l’ANR ne présente pas des différences significatives entre ces deux 

groupes (figure III.3).  

 

III-2-1-4 Dosage des acides aminés par HPLC : 

Parmi les acides aminés essentiels, l’alanine et le GABA sont les marqueurs de l’hypoxie 

racinaire ; nos résultats, présentés dans la figure III.4, montrent que dans les racines, l’alanine 

s’accumule après 24 heures d’hypoxie et continue jusqu’à la fin de l’expérience, par contre, 

dans la partie aérienne, l’alanine tend à être plus élevé chez le groupe en hypoxie racinaire 

comparé au groupe témoins.  

Concernant le GABA, une augmentation significative de sa concentration a été détectée dans 

les racines en fonction du temps sous hypoxie racinaire, comparé à la condition témoins (à 
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partir de 24 heures d’hypoxie), ainsi que dans la partie aérienne où cette différence y est 

moins importante avec un maximum atteint à 72 heures de stress. 

D’autres acides aminés ont été indirectement influencés par le stress hypoxique racinaire 

comme le glutamate et l’aspartate (figure III.5) : les différences entre les deux groupes de 

plantes étudiés commencent à être significatives à partir de 72 heures de stress. 

 

III-2-1-5 Etudes de l’expression des gènes : 

 L’expression des gènes marqueurs du stress hypoxique racinaire, l’alanine amino 

transférase mitochondriale (mAlaAT) et le GABA transaminase (GABA-T), a été étudiée 

chez les deux groupes, témoins et en hypoxie racinaire, dans les racines et dans la partie 

aérienne, en fonction du temps. Les graphes présentés dans la figure III.6, montrent 

l’augmentation de l’expression de ces deux gènes, dans les deux parties de la plante, sous 

stress hypoxique racinaire comparé aux plantes témoins ; pour le gène mAlaAT, cette 

augmentation significative atteint son maximum après 24 heures d’hypoxie racinaire (7 fois 

plus d’expression en hypoxie racinaire que chez les témoins) puis elle diminue en restant 

significative jusqu’à la fin de l’expérience. Concernant le gène GABA-T, l’augmentation de 

son expression est plus marquée dans les racines (5 fois plus d’expression en hypoxie 

racinaire que chez les témoins) que dans la partie aérienne, avec un maximum après 24 heures 

de stress. 

 

III-2-1-6 Dosage des sucres : 

Le dosage des sucres montre que sous stress hypoxique racinaire, le glucose et le fructose 

s’accumulent dans les parties aérienne et racinaire des plantes (figure III.7), comparées aux 

plantes témoins : 3 à 4 fois plus de glucose et 5 à 6 fois plus de fructose, avec des différences 

significatives. 

 

Cette partie de la thèse a été publiée sous forme d’un article dans le journal « International 
Journal of Life Sciences Biotechnology and Pharma Research » (voire page suivante). 
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Abstract 

Flooding and waterlogging due to the induced oxygen limitation in the root zone is harmful 

for plant development. This study examines short term  modulation of nitrogen metabolism in 

Medicafo truncatula submitted to waterlogging. The objective was to evaluate whether and 

how nitrogen metabolism contributes to the mitigation of damaging effects of hypoxia. The 

processes that were affected early after the onset of stress were nitrate reduction and amino 

acids synthesis. NADH-dependent nitrate reductase activity increased dramatically in the root. 

It is suggested that nitrate reductase contributes to cellular acclimation to hypoxia by 

regenerating NAD+ from NADH. The regeneration of NAD+ is a crucial issue in hypoxic cells 

because it is necessary for supporting increasing rates of glycolysis. Amino acids metabolism 

shifted from the ATP consuming pathway leading to asparagines, the most accumulated 

amino acid in Medicago truncatula, to pathways leading to alanine and GABA accumulation. 

Synthesis of alanine is not dependent on ATP and allows for storage of carbon used in 

glycolysis (pyruvate) in a form readily utilizable at the return to normoxic condition. GABA 

synthesis through the GABA shunt starts by decarboxylation of glutamate by glutamate 

decarboxylase (GDC) a proton consuming enzyme that helps maintaining cytosolic pH 

homeostasis.  

 

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

truncatula 
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Introduction  

Plants are subject to numerous environmental events that impact growth and survival either in 

cultivated areas or natural ecosystems. In the context of climatic change, heavy rains 

associated to transient flooding and waterlogging are predicted to become more frequent 

jeopardizing plants development and survival essentially because crops were not selected to 

tolerate hypoxia / anoxia stress. Consequently an increasing interest is paid by the scientific 

community to the adaptation of plants to low oxygen limitation at both cellular and whole 

plant levels.  

Sensitivity or tolerance of plants to flooding and waterlogging is dependent on inducible 

metabolic mechanisms that allow counteracting deleterious symptoms of hypoxia at the 

cellular level. Under hypoxia glycolytic enzymes are more active as a consequence of the 

need for increased glycolysis to compensate for the lower ATP yield due to the inactivation of 

oxidative phosphorylation (Sato et al., 2002). The regeneration of NAD+ is a crucial issue for 

the adaptation to hypoxia because in the absence of NAD+ glycolysis ceases (Ismond et al., 

2003; Kürsteiner  et al., 2003). For this aim under hypoxia it was observed that de novo 

synthesis of fermentative enzymes pyruvate decarboxylase (PDC), alcohol dehydrogenase 

(ADH) and lactate dehydrogenase (LDH) is boosted up (Sachs et al., 1996). As a result 

fermentative products derived from pyruvate i. e. acetaldehyde, ethanol and lactate 

accumulate thus allowing for the regeneration of NAD+ from NADH. The importance of 

ethanol fermentation in tolerance of low oxygen stress is supported by numerous studies on 

several species; it has been shown that null mutants affected in the expression of alcohol 

dehydrogenase thus deprived of ethanol fermentation exhibited reduced tolerance to oxygen 

deficiency compared to wild types (Harberd and Edwards, 1982; Jacobs et al., 1998; 

Matsumura et al., 1995). This strategy however contains its own limit, the regeneration of 

NAD+ via ethanol fermentation induces the production of acetaldehyde by PDC a highly 

reactive molecule that induces damages by forming acetaldehyde-protein adducts and ethanol 

production by ADH induces a faster depletion of sugar stores and thus carbon starvation stress 

and ultimately cellular death  (Ismond et al., 2003). The regeneration of NAD+ via LDH 

worsens cytoplasm acidification due to lactic acid synthesis (Davies, 1987; Davies and Patil, 

1974). 

Nitrogen metabolism and its involvement in the adaptive response of plants to hypoxia 

received fewer attentions than carbon metabolism. Nitrate fertilization was shown to improve 

tolerance of plants to root hypoxia suggesting an ameliorating effect of nitrate on deleterious 
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effects of hypoxia (Allègre et al., 2004; Horchani et al., 2010; Morard et al., 2004). Although 

exposure of plants to hypoxia or anoxia increased gene expression and de novo synthesis of 

alanine aminotransferase (AlaAT) in various animal and plant species (Sachs et al., 1996) the 

fermentative pathway of AlaAT received less attention than PDC-LDH / ADH. Elevated 

levels of alanine are currently observed in waterlogged roots and expression of AlaAT 

encoding gene increased under hypoxia in roots of barley (Hordeum vulgare), corn (Zea 

mays), Panicum miliaceum and Lotus japonicus (Good and Muench 1992 and 1993; Muench 

and Good 1994; Ricoult et al. 2005 and 2006; Limami et al., 2008; Rocha et al., 2010).  

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

induced hypoxia was studied in the model legume Medicago truncatula.  

 

Material and Methods 

Plant material and stress application 

Medicago truncatula (line A17) were grown in pots on neutral substrate and watered each 

other day with a half Murashige and Skoog nutrient solution. Plants were randomly 

distributed in a culture chamber at temperature 22 ± 0.2° C and relative humidity of 70% ± 2. 

Circadian cycle consisted of 16 hours light and 8 hours darkness. Three weeks after 

germination young plants were constituted into 2 batches; one batch of control plants and one 

batch of treated plants were submitted to waterlogging-induced hypoxia by filling the pots 

with the nutrient solution for a maximum duration of 72 hours. The shoots were not flooded. 

The establishment of hypoxia was controlled by measuring oxygen content in the pots by an 

electrochemical oxygen meter (GMH 3630, Greisinger, Regenstauf, Germany). Control plants 

were watered by the same nutrient solution. Root and shoot were collected separately, 

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

 

RNA extraction and reverse transcription 

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen, Breda, the Netherlands) 

according to the manufacturer’s protocol. A 2 µg sample of total RNA was retro transcribed 

for 1h at 37°C, using 200 units of M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI) 

and 2 mg of pd (N)6 Random Hexamer (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) in the 

presence of 40 units of Recombinant Rnasin Ribonuclease Inhibitor (Promega), and in a final 

volume of 50 µl. Genomic DNA was removed by purifying the first strands using a QIAquick 

PCR Purification Kit (Qiagen, German Town, MD). 
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Real-time polymerase chain reaction (RT–PCR) and SYBR Green detection 

PCR was performed on the light cycler ABI Prism 7000 SDS (Applied Biosystems, Foster 

City, CA) with the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) according to the 

manufacturer’s protocol. Each reaction was performed on 5 ml of a 1: 2 (vv) dilution of the 

first cDNA strands, synthesized as described above with 0.3 mM of each primer in a total 

reaction of 20 ml. The reactions were incubated for 2 min at 50°C and 10 min at 95°C 

followed by 60 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. The specificity of the PCR 

amplification procedures was checked with a heat-dissociation protocol (from 65 to 95°C) 

after the final cycle of the PCR. Each reaction was done in triplicate and the corresponding Ct 

values were determined. The amplified fragment (100 bp) was cloned into pGEM T Easy 

vector (Promega). The plasmids were diluted several times to generate templates ranging from 

105 to 103 copies used for standard curves for the estimation of copy numbers. The results are 

expressed as copy number of cDNA in 5 ml of first strands. 

 

Metabolites extraction and analysis  

The total amino acids and sugars were extracted in 96% ethanol for 1 h at 4°C. After 

centrifugation, the ethanol fraction was removed and the same process was then repeated with 

de-ionized water. The ethanol and water fractions were combined and stored at –20°C. After 

evaporation of the extract under vacuum, organic residues were dissolved in de-ionized water 

and extracted with the same volume of chloroform. After centrifugation, an aqueous phase 

containing amino acids and sugars was vacuum dried and resuspended in de-ionized water for 

high performance liquid chromatography (HPLC) analysis.  

Amino acids were determined by the Waters (MA, USA) AccQTag method. The AccQTag 

method uses Waters AccQFluor Reagent (patent pending) to derivatize the amino acids. The 

reagent is a highly reactive compound, 6-aminoquinolyl-N-hydroxy-succinimidyl carbamate 

(AQC), which forms stable derivatives with primary and secondary amino acids. Derivatives 

are separated by reversed-phase (C18 column) HPLC and quantified by fluorescence 

detection.  

Carbohydrates were determined straightforward in the extract by HPLC on a Carbopac PA-1 

column (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, USA). 
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Nitrate was extracted in boiling water and determined by the colorimetric method of Cataldo 

(1975).   

 

Nitrate reductase extraction and assay   

Extraction was performed on frozen plant material in 1.5 mL of mM Hepes-KOH, pH 7.6, 

15 mM magnesium chloride, 1 mM DTT, 10 µM FAD, 10 µM leupeptin and 0,2 mM 

pefabloc. The homogenate was centrifuged and the supernatant was used as the crude extract. 

Actual nitrate reductase activity was assayed in the following medium, 50 mM Hepes-KOH, 

pH 7.6, 10 mM magnesium chloride, 200 µM NADH, 5 mM potassium nitrate for 15 minutes 

at 27°C. The reaction was initiated by adding 500 µl of crude extract. Activity of the enzyme 

was estimated by determination of nitrite formed during the enzymatic reaction. Nitrite was 

determined by colorimetric reaction by incubation an aliquot of the reaction medium, 30 

minutes in a mixture of sulfanilamide diluted HCl and N-(1-naphtyl) ethylenediamine 

dihydrochloride. Optical density was measures at 540 nm.  

 

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

fructose contents increased significantly in the shoot and the root (Figure 1) while starch and 

sucrose contents decreased to the point that sucrose was not detected by HPLC (data not 

shown) indicating probably that carbon reserves were thoroughly mobilized to support 

glycolysis. This result is in agreement with the commonly observed increase in the rate of 

glycolysis and subsequent increase in substrate level ATP production to ameliorate the 

hypoxia – induced energy crisis (Greenway and Gibbs, 2003).  

The contribution of nitrogen metabolism to the short term – adaptive response of plants to 

waterlogging was more thoroughly studied. For this aim several aspects of nitrogen 

metabolism under hypoxic condition were analyzed in Medicago truncatula seedlings during 

the first hours of stress. In the present article we are reporting only the most significant 

changes i.e. changes pertaining to nitrate reduction and assimilation into amino acids.  

 

Nitrate metabolism  

Major changes in nitrate metabolism occurred in the root. Nitrate reductase activity (NRA) 

increased dramatically in hypoxic roots to represent two to three times NRA in the control 

while it remained fairly similar in the shoot of the control and waterlogged plants (Figure 2). 

This result agrees with the observation that hypoxia-induced acidification of cytosolic pH 
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may increase NR activity because of the low pH optimum of this enzyme (Botrel and Kaiser, 

1997; Stoimenova et al., 2007). It was shown that NR was highly phosphorylated, thus 

inactive in aerated roots of hydroponically grown barley while it was partly dephosphorylated 

and active in hypoxic roots (Shi et al., 2008) (Botrel and Kaiser, 1997). Changes in NRA 

impacted nitrate and ammonium contents in the root. As expected the content of nitrate was 

lower and the content of ammonium, the product of nitrate reduction was higher in hypoxic 

roots than that in the control (Figure 2 and 3). It is important to note that the increase in 

ammonium content under hypoxia strongly suggest a discrepancy between nitrate reduction 

and ammonium assimilation into amino acids. Another source may contribute ammonium 

accumulation under hypoxia is proteolysis. Nitrate content in the shoot was lower in plants 

submitted to waterlogging condition (Figure 2). As NRA and ammonium content were similar 

in the control and stressed plants, it is suggested that the lower content of nitrate in the shoot 

of stressed plants is probably due to a lower transport of nitrate to the shoot. Nitrate beneficial 

effect is probably not exerted by nitrate per se but due to the action of nitrate reductase. The 

reduction of nitrate is NADH-dependent; it occurs in the cytosol, the same compartment as 

glycolysis and contributes to cellular acclimation to hypoxia by regenerating NAD+ from 

NADH. Accordingly tolerant species to oxygen deprivation show higher nitrate reductase 

activity than sensitive species (Bailey-Serres and Voesenek, 2008). Tobacco as well as tomato 

deprived of NRA either by genetic manipulation or by inhibition by tungstate showed higher 

sensitivity to waterlogging than control plants (Horchani et al., 2010; Stoimenova et al., 

2003). Conversely it was observed that maize seedlings supplied with nitrate during anoxia 

showed better tolerance to hypoxia and control of cytosolic pH (Libourel et al., 2006).  

 

Activation of alanine and GABA shunt 

It has been suggested that one of the aspects of tolerance to hypoxia is the decrease in the 

activity of ATP consuming processes. Ammonium assimilation via glutamine synthetase / 

glutamate synthase (GS / GOGAT) cycle and asparagine synthesis by asparagine sythetase are 

ATP consuming processes. In plants submitted to long term hypoxia stress it was observed 

that contents of glutamine and asparagine decrease as a consequence of ATP shortage 

(Bailey-Serres et al., 2012; Bailey-Serres and Voesenek, 2008). It is interesting to note that 

the pathway of ammonium assimilation at the whole plant level was affected very early after 

the onset of hypoxia stress as suggested by the accumulation of ammonium content in the root 

and the decrease in asparagine content in the shoot of stressed plants as early as 8 hours after 

the onset of stress (Figure 4). Alternatively two pathways of amino acids syntheses were 
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promoted i.e. alanine via alanine aminotransferase (AlaAT) and GABA via GABA 

transaminase (GABA-T) (Figure 5). The activation of these pathways occurred at the 

transcriptional level as shown by the activation of the expressions of genes encoding two 

AlaAT and GABA-T (Figure 6). This observation is supported 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; Rocha et al., 2010). Alanine and GABA syntheses 

are proposed to contribute to the mitigation of damaging effects of hypoxia. Alanine 

constitutes a carbon and nitrogen store readily utilizable during post-stress recovery. By 

accumulating alanine plants save carbon (pyruvate) that otherwise would be lost because 

alcohol fermentation pathway leads to ethanol a dead end product that either accumulates or 

leaks out of the tissue representing in both cases a net loss of carbon (Albrecht et al., 2004; 

Ismond et al., 2003). Furthermore through alanine shunt, synthesis of alanine generates 2-

oxoglutarate which can be further metabolized to succinate, via the TCA cycle enzyme 

succinate CoA ligase, thus providing additional ATP per molecule of sucrose metabolized 

(Rocha et al., 2010). The GABA shunt starts by the decarboxylation of glutamate by 

glutamate decarboxylase (GDC). This first step contributes to cellular pH homeostasis as 

glutamate decarboxylation is a proton consuming reaction that increases pH (Drew, 1997; 

Greenway and Gibbs, 2003). 

 

Conclusion  

In the present study we have shown that nitrogen metabolism contributes to the adaptive 

response of plants to hypoxia very early after the onset stress. Nitrate reduction as well as 

amino acids syntheses were involved in the mitigation of hypoxia damaging consequences i.e. 

energy crisis and cytosolic pH acidification. Our results together with the increasing amounts 

of results published in similar areas dealing with low oxygen sensing, signaling and 

adaptation of plants to oxygen limitation at both cellular and whole plant levels should be 

taken into account in breeding programs and agronomical practices for saving plant fitness, 

growth and development in a world threatened by climatic change and increase of frequency 

of heavy rains, flooding and waterlogging (Licausi, 2013). 
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III-2-2 Résultats : expérience, stress hypoxique 
racinaire à long terme 
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III-2-2-1 Effets de l’hypoxie racinaire sur la croissance des plantes  

La solution nutritive (Milieu MS de Murashige et Skoog,  1962), contenant tous les éléments 

minéraux nécessaires (en particulier, NO3 12mM) pour le bon développement de la plante, a 

été utilisée pour appliquer l’hypoxie racinaire dans notre étude. Les résultats présentés dans 

cette partie correspondent à des plantes âgées de trois semaines, à la fin de laquelle, les 

plantes sont soumises à un stress hypoxique racinaire par une solution nutritive (la même 

solution utilisée pour arroser les plantes témoins) durant 7 semaines ; toutes les semaines, la 

solution nutritive a été renouvelée, cela pour éviter l’épuisement des éléments nutritifs.  

 

- Effets de l’hypoxie racinaire sur la croissance de la partie aérienne : 

Les graines de « Medicago truncatula » sont mises à germer à l’obscurité pendant 48 

heures et à température de 21°C, ensuite elles sont transférées dans des pots en les arrosant 

(une fois tous les deux jours) avec la solution nutritive dite standard (12mM NO3
-). 

Les figures III.8 montrent l’effet de l’hypoxie racinaire sur la croissance de plantes en matière 

fraiche (MF) et en matière sèche (MS) de la partie aérienne des plantes ; on remarque que les 

deux groupes, témoins et sous hypoxie racinaire, se développent d’une façon similaire avec 

une légère différence durant la première semaine ensuite les plantes, sous hypoxie racinaire, 

se développent plus rapidement que les plantes témoins ( la 2ème vers la 4ème semaine) où elles 

ont plus de biomasse aérienne que les plantes témoins mais elles atteignent un maximum au 

bout de 3-4 semaines d’hypoxie, à partir de laquelle elles commencent à perdre leur biomasse 

aérienne (figures III.9 et III.10). 

 

- Effets de l’hypoxie racinaire sur la croissance de la partie racinaire : 

Les graphes de la figure III.8 montrent que les plantes, mises en hypoxie racinaire ont la 

tendance à avoir plus de biomasse racinaire que les plantes témoins jusqu’à environ la 4ème 

semaine, à partir de laquelle leur biomasse racinaire commence à diminuer, comparées aux 

plantes témoins qui continuent à se développer normalement jusqu’à la 7ème semaine de 

développement. Les biomasses sont suivies, en matière fraiche et en matière sèche (figure 

III.8) à partir du temps T= 0 (temps du début de l’application du stress hypoxique et qui 

correspond à l’âge de 3 semaines de développement des plantes en normoxie) jusqu’à T= 7 ou 

la 7ème semaine du stress hypoxique racinaire. 
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- Effet de l’hypoxie racinaire sur la croissance des plantes : un effet propre à 

l’hypoxie racinaire ? 

Nous avons montré que les plantes, sous hypoxie racinaire, ont plus de biomasse que les 

plantes témoins, cela en utilisant une solution nutritive riche en éléments minéraux (12mM de 

nitrate) ; dans ce contexte, une question se pose : « L’effet positif de la submersion des 

racines sur la croissance de la biomasse foliaire est- il propre au stress hypoxique ou a – 

t – il un lien avec la composition de la solution nutritive ? » et en d’autre terme : « Cet 

effet serait – il encore visible en utilisant une solution nutritive à faible richesse en éléments 

minéraux (spécifiquement en utilisant une faible concentration en nitrate (NO3
-) de 2 mM et 

de l’eau déminéralisée » ? 

Pour répondre à cette question, une solution nutritive à faible teneur en nitrate (2mM) et de 

l’eau déminéralisée sont utilisées chez deux séries de plantes. 

Les graphes de la figure III.11 et III.12 montrent que, sous hypoxie racinaire, les plantes ont 

plus de biomasse (partie aérienne et racinaire) que les plantes témoins à 2 mM de nitrate ou 

avec de l’eau déminéralisée ; cependant, à partir de la 5ème semaine, l’effet du stress apparait 

et la croissance des plantes cesse et la sénescence s’installe. 

Donc, l’effet positif de l’hypoxie racinaire sur la production de biomasse foliaire et racinaire 

est propre au traitement, en d’autre terme, cet effet est toujours visible avec une solution 

nutritive à faible richesse en éléments minéraux (figures III.13 et III.14).  

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

nutritive à 12 mM de NO3
- en appliquant le stress hypoxique racinaire pendant 5 semaines. 

 

III-2-2-2 Evaluation de la respiration et la photosynthèse chez la plante sous hypoxie 

racinaire   

L’évaluation de la respiration et la photosynthèse est réalisée sur des disques foliaires par 

la mesure de la quantité d'oxygène émise à la lumière et celle consommée à l’obscurité. 

Les résultats (Figures III.15 et III.16) montrent que la quantité d'oxygène produite à la lumière 

ou bien la valeur de la photosynthèse nette et la quantité d'oxygène consommée à l’obscurité 

donc la respiration, sont plus importantes sous stress hypoxique racinaire par rapport au 

témoin. 

Ces résultats suggèrent une activation de la respiration et la photosynthèse chez les plantes 

sous hypoxie racinaire. 
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III-2-2-3 Teneur en nitrate 

Les résultats obtenus dans les différentes parties des plantes sous stress hypoxique 

racinaire et témoins sont présentés dans la figure III.17. on remarque que dans la partie 

aérienne et dans les racines, la concentration de nitrate diminue en fonction du temps par 

réponse à l’hypoxie racinaire comparée à celle des plantes témoins ; dans la partie aérienne, la 

valeur la plus faible a été observée juste après la première semaine du traitement et reste 

toujours inférieure à celle du control jusqu'à la fin de l'expérience, mais dans les racines, la 

plus basse valeur de nitrate a été observée en troisième semaine après le traitement et reste 

toujours inférieure à celle du control jusqu’à la cinquième semaine d’hypoxie racinaire.  

Donc, d’une façon globale, la concentration du nitrate diminue dans la plante sous hypoxie 

racinaire. 

III-2-2-4 Teneur en azote total et mesure de l’absorption du NO3
- par marquage 15N 

 Après un développement de 3 semaines, trois plantes témoins, pour chaque temps, sont 

arrosés par la solution nutritive, contenant 12mM de 15NO3
-, et trois autres plantes du groupe 

sous hypoxie racinaire, sont transférées dans des récipients contenants aussi la solution 

nutritive (à 12mM de 15NO3
-) pour les mettre en hypoxie racinaire ; le marquage est effectué 

durant 24 heures, ensuite les échantillons sont prélevés et cela pendant toutes les semaines 

durant 5 semaines d’hypoxie racinaire.  

Nos résultats montrent que : 

- La teneur en azote total dans les racines des plantes, en hypoxie racinaire, est plus 

élevée que celle des plantes témoins alors qu’il y a pas de différence entre ces deux 

groupes dans la partie aérienne (figures III.18 et III.19) ; Nos résultats montrent aussi 

que, dans les deux parties de la plante, la quantité en azote total augmente avec le 

temps sous hypoxie racinaire comparée aux plantes témoins pour atteindre un 

maximum durant la 3ème semaine (2 fois plus d’azote en hypoxie racinaire que chez les 

témoins), à partir de laquelle elle tente à avoir des valeurs plus faibles que chez les 

témoins en 5ème semaine. 

- En deuxième temps, l’analyse isotopique nous a permis de suivre l’évolution de la 

RSA (Relative Specific Allocation) des racines et de la partie aérienne des plantes 

sous hypoxie racinaire et témoins en fonction du temps ; en fait, le RSA représente 

l’allocation spécifique relative de l’azote et qui est donné par la formule suivante :  
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RSA= (A%t – A%c)/ (A%l – A%n) 

 

Où -     A%t : Abondance isotopique de la plante traitée 

- A%c : Abondance isotopique de le plante témoins 

- A%l : Abondance isotopique de l’atmosphère enrichie (solution nutritive contenant le 
15N) 

- A%n : Abondance isotopique de l’atmosphère naturelle (solution nutritive ne 

contenant pas le 15N) 

On remarque (figure III.20) que le RSA dans les racines et la partie aérienne des plantes est 

plus important sous hypoxie racinaire que chez les témoins à partir de la première semaine du 

stress où la différence est plus marquée (ainsi que durant la 2ème et la 3ème semaine d’hypoxie 

racinaire) ; cette différence diminue avec le temps jusqu’à la 5ème semaine où il n’y a pas de 

différence entre ces deux groupes. 

Ensuite, la vitesse d’incorporation de l’azote dans la plante a été calculé à partir du RSA dans 

les racines et la partie aérienne ; le graphe de la figure III.21 montre que la vitesse 

d’incorporation de l’azote sous stress hypoxique racinaire est plus élevée qu’en condition 

témoin dès la première semaine d’hypoxie racinaire et elle diminue avec le temps jusqu’à la 

5ème semaine de stress. 

 

III-2-2-5 Etudes de l’expression des gènes impliqués dans la réponse à l’hypoxie 

racinaire 

L’expression des gènes : mito-AlaAT (alanine aminotransférase mitochondriale), GABA-

T (acide gamma-aminobutyrate transaminase), NADH GOGAT (nicotinamide adénine 

dinucléotide, glutamine-2-oxoglutarate aminotransférase), GDH (glutamate déshydrogénase), 

GS (glutamine synthétase), IDH ( isocitrate déshydrogénase mitochondrial), ICDH (isocitrate 

déshydrogénase cytosolique), NR (nitrate réductase) et P5CS (synthétase 1-pyrroline-5-

carboxylate) a été étudié en temps réel par PCR quantitative dans la partie aérienne et 

racinaire des plantes de « Medicago truncatula » soumises à un stress hypoxique racinaire et 

témoins.  

 

III-2-2-5-1 Expression des gènes dans les racines 

La figure III.22 présente l’expression des différents gènes étudiés sous stress hypoxique 

racinaire : 
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L’expression des gènes, mAlaAT et GABA-T (marqueurs du stress hypoxique racinaire), 

commence à augmenter dans les racines des plantes de « Medicago truncatula » après une 

semaine du stress hypoxique racinaire ; cette expression d’AlaAT et du GABA-T a augmenté 

d’une façon significative par rapport au témoin (normoxie), ce qui indique que, dans ces 

conditions expérimentales, les plantes passent d’un métabolisme normoxique à un 

métabolisme hypoxique. 

Concernant d'autres gènes qui sont étudiés, nous constatons que l’expression du GS et du 

NADH GOGAT est plus élevée dans les racines des plantes sous stress hypoxique racinaire 

par rapport aux plantes témoins, le même cas pour la GDH : ils sont surexprimées sous le 

stress hypoxique après une semaine du traitement et continuent jusqu’à la 5ème semaine. 

Contrairement à l'expression d'autres gènes, l'expression du gène P5CS est inhibée dans les 

racines sous stress hypoxique, elle diminue en fonction du temps pour atteindre un minimum 

à la 5ème semaine. L’expression du gène NR1 dans les racines a augmenté de façon 

significative sous le stress hypoxique par rapport au groupe témoin, dés la première semaine 

d’hypoxie racinaire puis elle diminue à partir de la troisième semaine pour atteindre un 

minimum en 5ème semaine tandis que celle du gène NR2 montre qu’il n’y a pas de différences 

significatives entre ces deux groupes. 

Il n'y a pas de différence dans l'expression des gènes ICDH et IDH dans les deux conditions, 

témoins et stress hypoxique racinaire, mais ils présentent beaucoup de fluctuations en fonction 

du temps de traitement. 

 

III-2-2-5-2 Expression des gènes dans les feuilles 

L'expression des gènes codants pour des marqueurs du stress hypoxique, mAlaAT et 

GABA-T, est légèrement stimulée dans la partie aérienne des plantes sous stress hypoxique 

racinaire (figure III.22) ; leur expression commence à augmenter à partir de la première 

semaine du traitement et elle continue jusqu'à la 5ème semaine. 

NR2 a été inhibée dans la partie aérienne des plantes sous stress hypoxique à partir de la 

première semaine et elle atteint un minimum au cours de la troisième et la cinquième 

semaine du traitement. L’expression du gène P5CS diminue chez le groupe en hypoxie 

racinaire comparé au groupe témoin et cela pendant toute la durée du traitement. 

Cependant, il n’y a pas de différence significative dans l’expression du gène GS1a au cours de 

la première et la deuxième semaine d’hypoxie racinaire, à partir de laquelle, elle commence à 

diminuer pour atteindre un minimum en 3ème semaine. 
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Par ailleurs, l’expression des gènes suivants : NADH GOGAT, GDH, NR1, ICDH et IDH 

montre qu’il n’y a pas de différences entre ces deux groupes étudiés.  

Donc, en général, des modifications de l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme 

azoté et carboné des plantes, ont été montrées dans les racines. 

 

III-2-2-6 Analyse métabolomique pour l’étude de l’effet du stress hypoxique racinaire 

sur le métabolisme azoté chez les plantes de « Medicago truncatula » 

Les résultats d’analyse métabolomique sont présentés sous forme de ratio de valeurs 

obtenues en condition d’hypoxie racinaire par les valeurs en condition de normoxie. 

Les graphes présentés dans les figures III.23  et III.24 montrent l’évolution de ces ratios pour 

les différents acides aminés considérés :  

On remarque une augmentation des ratios du GABA, α-Ala et β-Ala (valeur en hypoxie 

racinaire / valeur en normoxie) avec le temps d’application du stress hypoxique racinaire ; 

dans la partie racinaire, on remarque que le GABA et les deux formes d’alanine, augmentent 

avec le temps avec un maximum atteint en 3ème semaine d’hypoxie racinaire et dans la partie 

aérienne, le GABA et l’α-Ala augmentent avec le temps mais d’une façon moins marquante 

que dans les racines et pas des différences pour le β-Ala chez les deux groupes étudiés.  

Concernant les autres acides aminés, citons la glycine, la sérine, la tyrosine et la glutamine, ils 

sont accumulés dans les deux parties de la plante sous hypoxie racinaire en fonction du 

temps ; cette augmentation atteint le maximum durant la 3ème semaine d’hypoxie dans les 

racines et durant la 2ème semaine dans la partie aérienne. 

  

 

Cette deuxième partie fait l’object d’un article en cours de rédaction. 
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III-3 Discussion 
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III-3-1 Effet de l’hypoxie racinaire à court terme 

Dans la première partie de ce chapitre, on a montré la réponse de la plante au stress 

hypoxique racinaire à court terme, dans les racines et la partie aérienne. 

Nos résultats ont montré la diminution de la concentration du nitrate parallèlement à 

l’accumulation d’ammonium dans les racines et dans la partie aérienne et d’autre part, 

l’activité de l’enzyme « nitrate réductase » est favorisée par le stress hypoxique 

racinaire (Morard at al., 2004) ; L’étude du rôle de la réduction du nitrate pour produire 

l’ammonium et l'oxyde nitrique (NO) et son oxydation ultérieure par l'oxyhémoglobine 

comme un mécanisme efficace (Allèrge et al.,2004) pour maintenir l'énergie nécessaire des 

cellules végétales au cours de l'hypoxie, a montré que la réduction du nitrate dans des 

conditions hypoxiques peut être considéré comme une voie respiratoire alternative, avec le 

nitrate comme accepteur d'électrons intermédiaires, contribuant à l'oxydation du NADH 

(Igamberdiev et Hill, 2009). 

Nous avons vu que sous hypoxie racinaire, les métabolites, marqueurs de l'hypoxie racinaire 

chez les plantes (Biais et al., 2010 ; Vanlerberghe et al., 1991 ; Rocha et al., 2010a ; Narsai 

et al., 2011), l'alanine et le GABA, s’accumulent avec le temps. Dans ce contexte, l’étude de 

l’expression de gènes, codants pour la synthèse des enzymes jouant un rôle important dans la 

production de ces acides aminés, a montré la surexpression de ces deux gènes par réponse à 

l’hypoxie racinaire. Cependant, la production et l'accumulation de ces deux acides aminés est 

en effet une autre réponse commune des plantes soumises à un stress hypoxique (Reggiani et 

al., 2000; Ricard et al., 1994; Streeter et Thompson, 1972). Plusieurs études suggèrent que le 

« shunt GABA » est, en partie, responsable de l'accumulation d'alanine sous hypoxie racinaire 

(Miyashita et al., 2008 ; Lee et al., 2009) et que l'accumulation de l'alanine est considérée 

comme un mécanisme de défense de la plante pour résister contre l'hypoxie racinaire ; d’autre 

part, l'importance du métabolisme de l'alanine est très bien connue vue sa capacité à réguler le 

niveau de pyruvate (Rocha et al., 2010b). 

En deuxième temps, le dosage des sucres, dans les racines et la partie aérienne chez les deux 

groupes, témoins et en hypoxie racinaire, a montré une forte accumulation de sucres, en 

hypoxie racinaire comparé au groupe témoins, avec des différences significatives ; en fait, les 

plantes sont en mesure d'utiliser des enzymes impliquées dans le métabolisme des sucres 

(subbaiah et al., 1994) et cela pour avoir la capacité de maintenir la fermentation active pour 

la production de l'ATP en alimentant la glycolyse ainsi que cette forte accumulation de sucres 

dans la plante stressée pourrait être une manière de défense et ensuite d’adaptation aux 
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contraintes qu’elle subit et peut être partiellement utilisée pour l'épaississement de la paroi 

secondaire (Albrecht et Mustroph, 2003).  

Chez les plantes soumises à un stress hypoxique racinaire, la plupart des sucres sont 

accumulés, la glycolyse est stimulée et l'énergie est canalisée vers le métabolisme primaire (Li 

et al., 2011). La capacité de maintenir un métabolisme actif de fermentation, pour la 

production d'ATP en alimentant la voie glycolytique avec les glucides fermentescibles, est 

plus grande chez les plantes sous stress hypoxique racinaire par rapport aux plantes témoins 

par stimulation de l'ensemble des enzymes impliquées dans le métabolisme des sucres 

solubles (Kato-Noguchi, 2004 ; Andrews et al., 1994 ; Huang et al., 2003). Ces résultats 

suggèrent que les plantes résistent à l’hypoxie racinaire en activant la voie de synthèse des 

sucres, qui représente la principale source d'énergie, nécessaire aux besoins de croissance de 

la plante. 

 

III-3-2 Effet de l’hypoxie racinaire à long terme 

Suite à notre étude à court terme, nous avons ensuite montré la réponse (adaptative) de la 

plante au stress hypoxique racinaire à long terme, qui s’est traduite par des modifications 

physiologiques et moléculaires. 

Les changements de l'activité photosynthétique sont associés à des changements dans la 

biomasse des plantes sous stress hypoxique (Van Dongen et al., 2010) ; nos résultats montrent 

que l’évaluation de la respiration et la photosynthèse a soutenu l’augmentation de biomasse 

observée chez les plantes, par réponse à l’hypoxie racinaire, du fait que chez ces plantes, la 

respiration et la photosynthèse sont plus importantes comparées aux plantes témoins, avec une 

teneur plus élevée en azote dans les racines, associée à une forte vitesse d’incorporation 

d’azote sous hypoxie racinaire. 

D’autres part, des études ultérieures ont montré que le stress hypoxique racinaire induit une 

diminution de la photosynthèse en réduisant la teneur en pigment photosynthétique, mais 

l'application du GABA améliore d’une manière significative les caractéristiques 

photosynthétiques dans des conditions de stress hypoxique et en état normal (Xia et al., 2011) 

ainsi que le GABA peut augmenter les activités des enzymes antioxydants, et joue un rôle 

important dans l’amélioration de la résistance au stress hypoxique racinaire (Gao et Guo, 

2004). Mais aussi l’alanine, car son accumulation est en faveur de l'amélioration de la 

tolérance des plantes à l'hypoxie racinaire (Kang et al., 2008). D’autres métabolites pourraient 

améliorer la résistance à l'hypoxie racinaire des plantes en augmentant H+-ATPase de la 

membrane plasmique dans les racines (Wang et al., 2005 ; Lu et al., 2012). 
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Ensuite, l'étude de l'expression des gènes marqueurs du stress hypoxique racinaire, a montré 

une surexpression de ces gènes dans les racines et dans la partie aérienne des plantes par 

réponse à ce stress (Ricoult  el al., 2006 ; Miyashita et al., 2007) et précisément, les deux 

gènes : m-AlaAT et GABA-T. Ces modifications génétiques des plantes sont reliées à des 

changements dans leur croissance afin de mieux résister au stress hypoxique racinaire 

appliqué (Fukao et Bailey-Serres, 2006) ; mais aussi, la diminution d'autres gènes tels que le 

P5CS, qui est inhibé sous stress hypoxique. Suite aux modifications génétiques, les différents 

métabolites impliquées dans le métabolisme azoté sont affectés plus ou moins par réponse à 

l’hypoxie racinaire ; ces résultats sont compatibles avec de nombreuses autres études 

existantes dans ce domaine et qui ont montré que les plantes réagissent en réponse à des 

faibles teneurs en oxygène, par activation de leur voie métabolique azotée (Streeter et 

Thompson, 1972 ; Su et al., 2011), y compris une augmentation de la teneur totale en acides 

aminés (Puiatti et Sodek 1999 ; Thomas et Sodek 2006 ; van Dongen et al. 2009 ; Rocha et 

al., 2010a). 

Donc l’ensemble de ces mécanismes, comme la stimulation de l’activité photosynthétique, la 

surexpression des gènes impliqués dans le métabolisme azoté, l'accumulation de métabolites 

ainsi que d’autres mécanismes biologiques pourraient expliquer la réponse des plantes au 

stress hypoxique racinaire et leur adaptation. 
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Figure III.1 :  Teneur du nitrate dans la partie aérienne et dans les racines en fonction du temps de traitement ; 
les valeurs sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard (nb de répétition = 3). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.2 :  Teneur en ammonium (NH4
+) en fonction du temps de traitement ; les valeurs sont présentées sous 

la forme de moyenne ± erreur standard (nb de répétition = 3). 
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Figure III.3 :  Mesure de l’activité nitrate réductase (ANR) en fonction du temps de traitement ; les valeurs sont 
présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard (nb de répétition = 3). 
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Figure III.4 : Evolution de la teneur d’alanine et du GABA en fonction du temps de traitement ; les valeurs sont 
présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard (nb de répétition = 3). 
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Figure III.5 :  Teneur en glutamate et aspartate en fonction du temps de traitement ; les valeurs sont présentées 
sous la forme de moyenne ± erreur standard (nb de répétition = 3). 
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Figure III.6 :  Graphes d’expression des gènes mAlaAT et GABA-T  dans les racines (à gauche) et dans les 
feuilles (à droite) en fonction du temps de traitement ; les valeurs sont présentées sous la forme de moyenne ± 
erreur standard (nb de répétition = 3). 
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Figure III.7 :  Graphes d’évolution de la teneur des sucres (glucose et fructose) dans les racines et la partie 
aérienne des deux groupes de plantes, sous stress hypoxique racinaire et témoins en fonction du temps de 
traitement ; les valeurs sont présentées sous la forme de moyenne ± erreur standard (nb de répétition = 3). 
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Figure III.8  : Graphes d’évolution de la biomasse en matière fraiche (à gauche) et sèche (à droite) de la partie 
aérienne et racinaire chez les plantes en « hypoxie » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement, avec la concentration 12mM de NO3

-.  
Chaque valeur représente la moyenne de 8 à 15 plantes et se présente dans les graphes sous forme de « valeur ± 
erreur standard. 
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Figure III.9  : Plantes de "Medicago Truncatula“ témoins et en hypoxie à 2 (à gauche) et à 4 semaines (à droite) 
d’application du stress hypoxique racinaire avec la solution nutritive de 12mM de nitrate. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.10  : état des plantes, témoins (à gauche) et en hypoxie racinaire (à droite) après 7 semaines 
d’application du stress. 
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Figure III.11  : Graphes d’évolution de la biomasse en matière fraiche (à gauche) et sèche (à droite) de la partie 
aérienne chez les plantes en « hypoxie » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) avec 2 mM de NO3

-

 et l’eau déminéralisée. Chaque valeur représente la moyenne de 8 à 15 plantes et se présente dans les graphes 
sous forme de « valeur ± erreur standard. 
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Figure III.12  : Graphes d’évolution de la biomasse en matière fraiche (à gauche) et sèche (à droite) des racines 
chez les plantes en « hypoxie » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement avec 2 mM de 
NO3

- et l’eau déminéralisée. Chaque valeur représente la moyenne de 8 à 15 plantes et se présente dans les 
graphes sous forme de « valeur ± erreur standard.  
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Figure III.13  : Plantes de "Medicago Truncatula“ témoins et en hypoxie à 2 (à gauche) et à 4 semaines (à 
droite) d’application du stress hypoxique racinaire avec la solution nutritive à 2mM de nitrate et l’eau 
déminéralisé  
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Figure III.14  : Schéma récapitulative de l’effet de l’hypoxie racinaire sur la croissance de la biomasse aérienne ; 
effet persistant et indépendant de la concentration en éléments minéraux de la solution nutritive allant de 12 à 
2mM de nitrate et l’eau déminéralisée. 
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Figure III.15  : Mesure de la quantité d’oxygène émise durant la photosynthèse, en lumière des fragments 
foliaires. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 3). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.16  : Mesure de la quantité d’oxygène consommée durant la respiration, en obscurité des fragments 
foliaires. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 3).  
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Figure III.17 : Graphes d’évolution de la concentration du nitrate dans les racines (à gauche) et dans la partie 
aérienne (à droite) des plantes en fonction du temps (semaines) de traitement. Les valeurs sont présentées sous la 
forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 3). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure III.18 : Graphes d’évolution de la teneur en azote dans les racines (à gauche) et dans la partie aérienne (à 
droite) des plantes en fonction du temps (semaines) de traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de 
« moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 3). 
  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure III.19 : Graphes d’évolution de la quantité d’azote en fonction du temps (semaines) de traitement. Les 
valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 3).  
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Figure III.20 : Graphes d’évolution du RSA dans les racines (à gauche) et dans la partie aérienne (à droite) des 
plantes en fonction du temps (semaines) de traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± 
erreur standard » (nb de répétition = 3).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.21 : Graphes d’évolution de la vitesse d’incorporation d’azote par plante en fonction du temps 
(semaines) de traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de 
répétition = 3). 
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Figure III.22: Graphes d’évolution de l’expression de gènes (en nombre de copies) du métabolisme azoté et 
carboné dans les racines et les feuilles en fonction du temps (en semaines) de traitement. Les valeurs sont 
présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 3). 
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Figure III.23 : graphes des ratios (valeurs en hypoxie racinaire / valeurs en normoxie) de quelques acides 
aminés accumulés par réponse à l’hypoxie racinaire (GABA, α-Ala : alfa-alanine, β-Ala : béta-alanine, Gly : 
glycine, Ser : sérine, Tyr : tyrosine et Gln : glutamine) dans les racines des plantes en fonction du temps de 
traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 2).  
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Figure III.24 :  graphes des ratios (valeurs en hypoxie racinaire / valeurs en normoxie) de quelques acides 
aminés accumulés par réponse à l’hypoxie racinaire (GABA, α-Ala : alfa-alanine, β-Ala : béta-alanine, Gly : 
glycine, Ser : sérine, Tyr : tyrosine et Gln : glutamine) dans la partie aérienne des plantes en fonction du temps 
de traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 2).  
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racinaire dans les racines 



 
- 114 -

Pyruvate

Alanine2-Oxoglutarate

AlaAT

GABA

Succinate semi-
aldhéyde

GABA-T

Glycolyse

Sérine

Glycine

: Hypoxie
: Normoxie

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Shéma récapulatif des modifications du métabolisme azoté sous hypoxie racinaire 
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Chapitre IV :  

Effet de l’hypoxie racinaire sur le développement de 

la partie aérienne : Relation partie racinaire – partie 

aérienne 
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IV-1 Introduction 
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L’immersion se produit sur des vastes régions à travers le monde (Gomes et Kozlowski, 

1984 ; Kozlowski 1997) affectant environ 10% de la superficie mondiale (FAO, 2002). Elle 

survient généralement lorsque les précipitations d'eau d'irrigation sur la surface du sol durent 

pendant une période prolongée ; ca peut également se produire lorsque la quantité d'eau 

apportée sous forme de pluie ou d'irrigation est plus que ce qui peut s'infiltrer dans le sol dans 

un ou deux jours. Dans les études physiologiques des plantes, le terme «hypoxie» est réservé 

aux situations dans lesquelles la concentration d'oxygène est un facteur limitant (Morard et 

Silvestre, 1996) ; la forme la plus courante de ce stress se produit à court terme par des 

inondations lorsque les racines sont immergées dans l'eau, mais la partie aérienne reste dans 

l'atmosphère. 

Une des propriétés les plus importantes du sol est l'aération, liée à la capacité d'échanger l’air 

atmosphérique avec le sol. Cette échange est généralement réalisée principalement par la 

diffusion des gaz du et vers le sol par l'intermédiaire des pores. Dans la plupart des sols bien 

drainés, les espaces remplis d'air (les pores) représentent 10 à 40% du volume total du sol. 

L’immersion diminue ces pores et affaibli l'alimentation d’oxygène pour les racines 

(Ponnamperuma, 1972), ce qui rend la diffusion du gaz dans le sol plus faible que dans un sol 

bien drainé (Armstrong, 1979 ; Ponnamperuma, 1984) ; En outre, les gaz formés par le 

métabolisme du sol, y compris le dioxyde de carbone, s'accumulent à proximité des surfaces 

racinaires (setter et Belford, 1990) ; cependant, en conditions naturelles, la concentration 

d'oxygène diminue progressivement, et, par conséquent, l'hypoxie précède toujours le 

phénomène d'anoxie (setter et Waters, 2003) lorsque les champs sont immergés pendant des 

longues périodes. 

Les espèces végétales tolérantes à l'hypoxie racinaire peuvent développer certaines 

caractéristiques morphologiques et modifier leur métabolisme en réponse au manque 

d'oxygène pour survivre et pour maintenir leur croissance.  

Les mécanismes de la tolérance à l'hypoxie racinaire comprennent : i) le maintien d’une forte 

aération interne à travers l’aérenchyme constitutive et la création d'une zone oxydée autour 

des racines (Armstrong et al., 1994), ii) l'adaptation métabolique qui maintient la production 

d'énergie sous hypoxie racinaire (Brandle et Crawford, 1987) et le stockage substantiel des 

glucides pour la fermentation (Brandle, 1991 ; Waters et al., 1991). Ainsi que l’adaptation des 

plantes à l'immersion est caractérisée par la croissance des racines séminales et la production 

des racines adventives avec des aérenchymes (Belford, 1981 ; Trought et Drew, 1982 ; Drew, 

1983 ; Justin et Armstrong, 1987 ; Barrett-Lennard et al., 1988 ; Thomson et al., 1992 ; Huang 

et al., 1994a). En fait, la formation d’aérenchyme est considéré comme une des plus 
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importantes adaptations morphologiques pour la tolérance au stress hypoxique ou anoxique 

(Jackson et Armstrong, 1999 ; Evans, 2003 ; Visser et Voesenek, 2004) ; les aérenchymes 

assurent, dans les racines, la respiration aérobique et le maintien de la croissance dans des 

conditions hypoxiques. En cas de déficit en oxygène, la production d'éthylène est accéléré 

pour stimuler la formation d’aérenchyme dans les racines adventives et induit leur croissance 

(Drew et al., 1979 ; Jackson, 1989) : Le précurseur immédiat de l'éthylène est le 1-amino 

cyclopropane 1-carboxylique (ACC), qui est synthétisé dans les racines (Bradford et Yang, 

1980) ; L'activité d'ACC synthase est stimulée dans les racines en conditions de stress 

hypoxique (Cohen et Kende, 1987), cependant, la conversion de l'ACC en éthylène est 

bloquée car c’est une réaction qui nécessite de l'oxygène. L'ACC est par conséquent, 

transporté à travers les cellules des racines vers la partie aérienne et plus précisément, vers la 

partie inférieure des tiges qui sont généralement la région principale d’accumulation d’ACC 

et ensuite, en présence d'oxygène, l'éthylène est formé puis libéré (Sairam et al., 2008). 

Les plantes immergées par l'eau sont affectées par diverses contraintes,  

autre que la limitations en gaz, par les carences en éléments minéraux du sol (Setter et Waters, 

2003 ; Setter et al., 2009), ce qui rend l’hypoxie racinaire comme principale cause de 

réduction de la croissance des plantes (Trought et Drew, 1980 a, b ; Drew, 1991 ; Huang et 

al., 1994a, b). 

La tolérance des plantes à l'immersion dépend aussi de leur réponse à l’hypoxie racinaire par 

des modifications de leurs caractères métaboliques (Thomson et al., 1992 ; Huang et al., 

1997) : en général, les plantes soumises au stress hypoxique racinaire subissent un manque 

d'énergie (Gibbs et al., 2000) par réduction de la respiration racinaire (Marshall et al., 1973 ; 

Lambers, 1976 ; Drew, 1983, 1990) ; elles répondent à ce manque énergétique par des 

adaptations métaboliques :  

Ces adaptations comprennent : la respiration anaérobique, le maintien de la synthèse des 

glucides, la diminution de l'acidification cytoplasmique et le développement du système de 

défense antioxydant (Armstrong et al., 1994 ; Drew, 1997 ; Setter et al., 1997). Les cellules 

des plantes produisent l'énergie, en présence d'oxygène, par la respiration aérobique, qui 

comprend la glycolyse, cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative mais en cas de déficit 

en oxygène (sous condition hypoxique), le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative 

sont bloqués, et les cellules subissent la respiration anaérobique pour assurer la demande 

d'énergie (Davies, 1980) et cela via la glycolyse et la fermentation. 
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Dans ce chapitre, nous avons examiné les mécanismes de réponse du « Medicago truncatula » 

à l'immersion : les changements morphologiques et métaboliques et les mécanismes 

d'adaptation à l’hypoxie (déficit en oxygène) induite par l’hypoxie racinaire par un système de 

« Split-root » pour montrer la communication possible entre la partie racinaire et aérienne des 

plantes soumises à un stress hypoxique racinaire pour répondre à la question suivante : 

comment les plantes vont réagir, lorsqu’une partie de ces racines est soumise au stress 

hypoxique racinaire (système de split-root) et quelles sont les modifications 

physiologiques et métaboliques possibles dans la partie aérienne de ces plantes par 

réponse à ce stress ? 
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IV-2 Résultats 
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IV-2-1 Etude de la croissance des plantes et leur réponse à l’hypoxie racinaire dans un 

système « Split root » : réponse systématique ou réponse localisée 

Les résultats de nos analyses métabolomiques du chapitre précèdent (chapitre III) ont 

montré que la plante a du répondre à l’hypoxie racinaire par des modifications 

morphologiques et métaboliques ; la plante a répondu à l’hypoxie racinaire par des 

modifications dans sa partie aérienne, pour cela, il se peut qu’un signal a été transmis de la 

partie racinaire vers la partie aérienne et qui a induit ces modifications. 

Dans ce chapitre, la relation entre la partie racinaire et aérienne de la plante a été étudiée ; 

pour cela, le système de « split root » a été proposé. 

 

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

La biomasse des trois groupes de plantes, correspondants aux trois traitements suivants : 

témoin, hypoxie racinaire totale et hypoxie partielle, est suivie pendant 7 semaines du stress 

hypoxique racinaire. Le premier groupe de plantes (témoin) est un groupe se développant 

dans un milieu normoxique et arrosé par la solution nutritive, le deuxième groupe est un 

groupe se développant dans un milieu hypoxique où toutes les racines sont immergées par la 

solution nutritive (hypoxie totale) et le troisième groupe des plantes, à deux parties racinaires 

séparées, une partie qui est en hypoxie et une autre partie en normoxie. 

Nos résultats montrent que les plantes en hypoxie racinaire totale ont plus de biomasse que les 

plantes témoins (résultats déjà vus dans le chapitre précèdent) mais aussi que celles qui sont 

en hypoxie partielle jusqu’à la 4ème semaine du traitement à partir de laquelle elles 

commencent à diminuer (figure IV.1). Les plantes en hypoxie partielle se développent plus 

rapidement et ont plus de biomasse (en matière fraiche et sèche) que les plantes témoins et 

cela jusqu’à la 7ème semaine. 

 

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

Les racines des plantes en hypoxie totale se développent plus rapidement que celles 

des plantes témoins et des plantes en stress hypoxique racinaire partiel, jusqu’à la 4ème 

semaine, à partir de laquelle elles commencent à décliner pour atteindre un minimum au 

bout de la 7ème semaine. Cependant, les racines des plantes en hypoxie partielle se 

développaient plus rapidement que les plantes témoins jusqu’à la 7ème semaine (figure 

IV.2). 
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IV-2-2 Réponse des métabolites à l’hypoxie racinaire : 

IV-2-2-1 Dans les racines 

A- Variations des métabolites 

Les résultats présentés ci-dessous sont effectués jusqu’à la 5ème semaine de stress 

hypoxique racinaire pour avoir des plantes en bon état physiologique et représentent les aires 

mesurées pour chaque métabolite identifié rapportées à l’aire de notre étalon interne, et à la 

masse exacte de chaque échantillon. Les métabolites détectés sont divisées en plusieurs 

groupes, selon leur réponse à l’hypoxie racinaire : 

 

a) Métabolites affectées directement par l’hypoxie racinaire 

Des modifications directes très importantes, ont été détectées dans le métabolisme 

azoté des plantes en hypoxie racinaire totale et la partie racinaire des plantes qui sont en 

hypoxie racinaire partielle ou « split root » comparées à leur partie racinaire en normoxie et 

aux plantes témoins.  

- Parmi les acides aminés et leurs précurseurs qui sont accumulés, la thréonine, qui s’est 

accumulé dés la première semaine d’hypoxie totale ou partielle et continue jusqu’à la 

5ème semaine (figure IV.3) ainsi que d’autres métabolites comme l’acide décanoïque, il 

diminuait en hypoxie totale et partielle comparé au témoin. 

- D’autre part, des sucres comme le digalactosylglycérole, fucose, galactose, 

galactosylglycérole, glucose et le ribose, ont montré une diminution, en fonction du 

temps, sous hypoxie racinaire totale et dans la partie racinaires en hypoxie, des plantes 

en hypoxie racinaire partielle comparés aux plantes témoins (figure IV.4). 

 

b) Métabolites affectées directement et indirectement par l’hypoxie racinaire 

La réponse des plantes à l’hypoxie racinaire a été montrée par des modifications des taux 

de métabolites, dans les différentes conditions de stress : hypoxie totale et les deux parties 

racinaires des plantes en hypoxie partielle ou « Split-root » comparées aux plantes témoins : 

- les deux marqueurs de l’hypoxie racinaire, l’alanine et le gaba (figure IV.5) sont 

accumulés ainsi que d’autres acides aminés detectés sont présentés dans les graphes de 

la figure IV.6.  

- Les acides organiques, citons : l’acide succinique, l’acide fumarique, l’acide 

kétoglutarique, l’acide malique, l’acide citrique, l’acide pyruvique, l’acide lactique et 

le phosphorique (figure IV.7). 

- les polyamines : ornithine, spermidine et putrescine (figure IV8). 
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- Parmi les autres acides, deux groupes : un groupe des acides qui sont accumulés et un 

autre groupe des acides qui sont diminués : 

•  Dans le premier groupe, on a : l’acide butanoïque, l’acide hydroxyglutarique, 

l’acide benzoïque, l’acide glycérique, l’acide glycolique, l’acide laurique, 

l’acide malonique, l’acide malonique tris, l’acide nicotinique, l’acide oléique, 

l’acide palmitique, l’acide P-OH benzoïque, l’acide stéarique, l’acide trans-

aconitique, l’acide tétradécanoïque, l’acide thréonique, l’acide thréonique-

lactone et l’acide shikimique (figure IV.9). 

•  Dans le 2ème groupe on a : l’acide salicylique et l’acide vanillique (figure IV.10). 

- Certains sucres, formés à partir de l’amidon (forme de réserve dans les plantes), ont 

montré une accumulation et d’autres ont montré une diminution : 

•  Parmi les sucres qui sont accumulés, on a : le fructose 1, le fructose 2, fructose 

6P, le B-sitostérol, le galactinole, le mannitol, le myo-inositol, le glucose 6P1, 

le glucose 6P2, le glycérol, le glycérol 2P, le glycérol 3P, le mannose 1, le 

tréhalose, le thréitole et le thréitole d2 (figure IV.11). 

•  Le mélibiose, le raffinose, le rhamnose, le ribose, la xylose 1 et 2 et le maltose 1 

ont montré une diminution (figure IV.12). 

 

c) Métabolites non affectées par l’hypoxie racinaire : 

- La figure IV.13 montre l’évolution de l’éthanolamine (une monoamine issue de la 

décarboxylation de la sérine par une sérine décarboxylase) ; il est plus ou moins 

stables et ne change pas en hypoxie racinaire totale et partielle comparés aux témoins. 

- Cependant plusieurs acides détectés n’ont pas montré des différences comme l’acide 

aminoadipique, l’acide butirique, l’acide ascorbique, l’acide ascorbique d1, l’acide 

citramalique, l’acide galactonique, l’acide galacturonique, l’acide gluconique, l’acide 

linolénique, l’acide octanoïque, l’acide coumarique et l’acide ribonique (figure IV.14). 

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

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

 

B- Analyses statistiques 

 Pour faciliter le résonnement dans nos analyses statistiques, un numéro et un nom avec le 

poids et la condition expérimentale sont associés à chaque échantillon (voire tableau « a » du 

tableau IV.1) avec : 
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- RnTm pour les échantillons des racines des plantes témoins (N°1 à 10) 

- RnHm pour les échantillons des racines des plantes en hypoxie totale (N°11 à 18) 

- RnHmH  pour les échantillons de la partie des racines en hypoxie (N°19 à 26), des 

plantes en « split root » (hypoxie partielle) et RnHmN pour les échantillons de leur 

deuxième partie de racines en normoxie (N°27 à 34) 

a) ACP : Analyse en Composantes Principales 

En déterminant les axes qui représentent le mieux les corrélations entre les variations des 

métabolites, des groupes d’échantillons, pour lesquels les profils métaboliques présentent des 

similarités, sont mis en évidence (figure IV.16). 

Cette analyse montre, d’une part, que les échantillons de chaque groupe sont répartis dans un 

espace bien déterminé et sont proches les uns des autres ; d’autre part, les échantillons des 

deux groupes de plantes : en hypoxie totale (N°11 à 18) et en hypoxie partielle (N°19 à 26 

pour la partie des racines en hypoxie et N°27 à 34 pour la partie des racines en normoxie) 

présentent plus de corrélations (sont plus proches les uns des autres) entre eux, comparés au 

groupe témoin (N°1 à 10). 

 

b) Analyse de variance à deux facteurs 

 Les métabolites, variant significativement entre chaque série des deux répliquas, ont été 

recherché pour indiquer pour chaque échantillon, la valeur des deux facteurs de variation : 

temps et condition expérimentale. Nos résultats, présentés en détails avec les valeurs de « p-

value » calculées, dans les tableaux IV.2, IV.3, IV.4 et IV.5, montrent que : 

- Pour le facteur « temps », 74 métabolites varient d’une façon significative (61% 

des métabolites détectés). 

- Pour le facteur « condition », 111 métabolites varient d’une façon significative 

(92% des métabolites détectés). 

- Pour le facteur « condition x temps », 78 métabolites varient d’une façon 

significative (64% des métabolites détectés). 

- 10 métabolites ne varient pas d’une façon significative (8% des métabolites 

détectés). 

 

c) Classification hiérarchique (HCL) 

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

fonction de leur ressemblance (niveau d’expression) et de schématiser ces regroupements sous 
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forme d’arbre. Les arbres permettent de mettre en évidence les groupes de métabolites qui 

suivent la même tendance (clusterisation). 

Pour chacun des deux facteurs, temps et condition, ainsi pour la combinaison « temps x 

condition », on remarque que plusieurs groupes de métabolites, variant significativement, sont 

divisés en plusieurs groupes où chaque groupe représente les métabolites qui suivent la même 

tendance dans les trois conditions étudiées (figure IV.17 et IV.18), comparés au groupe 

témoin (N° 1 à 10 pour le groupe témoins, N°11 à 18 pour le groupe en hypoxie totale, N°19 à 

26 et 27 à 34 pour les deux parties des racines en hypoxie et en normoxie respectivement, des 

plantes en hypoxie partielle). Ces résultats montrent qu’ils existent des groupes de métabolites 

qui répondent spécifiquement ou directement à l’hypoxie racinaire (chez le groupe des plantes 

en hypoxie totale et la partie des racines en hypoxie des plantes en hypoxie partielle), des 

groupes de métabolites qui répondent directement et indirectement à l’hypoxie racinaire (chez 

le groupe des plantes en hypoxie totale et les deux parties racinaires des plantes en hypoxie 

partielle) et des groupes de métabolites qui ne sont pas affectés par l’hypoxie racinaire, 

comparés au groupe témoin. 
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IV-2-2-2 Dans les feuilles 

A- Variations des métabolites  

 Les plantes en hypoxie partielle « split-root » et les plantes en hypoxie totale, ont 

montré des modifications dans leur partie aérienne, des différents métabolites mesurés par 

GC-MS ; les métabolites identifiés, sont divisés en trois grands groupes : un groupe affecté 

directement, un deuxième groupe affecté directement et indirectement et un troisième groupe 

non affecté par l’hypoxie racinaire comparés au groupe témoin. 

a) Métabolites affectés directement par l’hypoxie racinaire 

Ces métabolites ont été affectés par réponse au stress hypoxique racinaire totale, comparés 

aux plantes en hypoxie racinaire partielle et témoins. Ces métabolites comportent :  

- Les acides aminés comme la lysine qui s’est accumulée dès la première semaine du 

stress et continue jusqu’à la 5ème semaine. D’autres acides aminés comme l’aspartate et 

l’homosérine sont diminués avec des différences significatives (figure IV.19). 

- Les acides organiques : l’acide fumarique, lactique et pyruvique qui sont diminués 

(figure IV.20). 

- Les acides suivants : ribonique, ascorbique et héxanoique, qui sont accumulés. Par 

contre les acides, citramalique, décanoique et shikimique, qui sont diminués ; cette 

diminution est plus marquée chez l’acide citramalique que chez les autres acides où 

cette diminution est un peu tardive. 

- Les sucres qui sont accumulés comme le galactose, l’arabinose, le maltose et le ribose 

qui présente une différence plus marquée (figure IV.21).  

 
b) Métabolites affectés directement et indirectement par l’hypoxie racinaire 

  Ces métabolites se divisent en plusieurs groupes : 

- Les acides aminés et leurs précurseurs : parmi les acides aminés qui ont montrés des 

modifications dans la partie aérienne des plantes par réponse à l’hypoxie racinaire 

totale et partielle (split-root ), il y a ceux qui sont accumulés comme l’A-alanine, la 

glutamine d (un dérivé de la glutamine), la glycine, l’isoleucine, la leucine, la 

lévoglucosane, la lysine, la phénylalanine, la proline, la sérine, la thréonine, , la 

tryptophane, la tyrosine et la valine et ceux qui sont diminués comme l’asparagine, 

l’aspartate, le B-alanine et la glutamine (figure IV.22). 

- Les acides organiques : par réponse à l’hypoxie racinaire totale et partielle, les acides 

organiques impliqués dans le cycle de creps comme l’acide citrique, malique, 
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pyruvique, ketoglutarique et d’autre part, l’acide phosphorique et son dérivé, le 

phosphorique, sont diminués comparés aux plantes témoins (figure IV.23). 

- Les polyamines : l’ornithine et la putrescine qui sont diminués (figure IV.24). 

- D’autres métabolites comme l’acide butirique, ascorbique, benzoïque, galactonique, 

galacturonique, glucarique, glycolique, laurique, nicotinique, tétradécanoique, T-

ferrulique et thréonique, sont accumulés (figure IV.25) ; cependant, l’acide 

glutamique, linoléique, malonique, malonique tris et pyroglutamique ont montré une 

diminution. 

- Les sucres comme le fructose, le digalactosylglycérole, le fucose, galactinole, 

galactosylglycérole, glucose, glycérol, maltose, lactose, mélibiose, myo-inositol, 

rhamnose, sucrose, thréitol et tréhalose sont accumulés (figure IV.26) tandis que 

d’autres sucres comme le glycérol 2P et 3P sont diminués. 

 

c) Métabolites non affectées par l’hypoxie racinaire : 

Certains métabolites n’ont pas répondu à l’hypoxie racinaire totale et partielle et ne 

sont pas affectés par ce stress dans la partie aérienne des plantes comparées aux plantes 

témoins. Parmi ces métabolites, on a :  

- Les acides aminés : la figure IV.27 montre l’évolution de l’arginine, la cystéine, 

l’éthanolamine et la méthionine ; on remarque que ces acides aminés sont plus ou 

moins stables et ne présentent pas des différences entre les différents groupes étudiés. 

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

- Les acides suivants : aminoadipique, octanoique, palmitique, P-hydroxybenzoique et 

salicylique (figure IV.29). 

- Parmi les sucres, le fructose 6P, le glucose 6P2, la rhamnose, le sorbitol, le tagatose et 

le B-sitostérol (figure IV.30). 

 

B- Analyses statistiques 

 Dans nos analyses statistiques des échantillons de la partie aérienne des plantes, un 

numéro et un nom avec le poids et la condition expérimentale correspondante sont associés à 

chaque échantillon (voire tableau « b » du tableau IV.1) avec : 

- FnTm pour les échantillons de la partie aérienne des plantes témoins (N°35 à 44) 

- FnHm pour les échantillons de la partie aérienne des plantes en hypoxie totale 

(N°45 à 52) 
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- FnHmH  pour les échantillons de la partie aérienne des plantes en hypoxie 

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

 
a) ACP : Analyse en Composantes Principales 

Les axes qui représentent le mieux les corrélations entre les variations des métabolites 

sont déterminées pour permettre de mettre en évidence, sans à priori, les groupes 

d’échantillons pour lesquels les profils métaboliques présentent des similarités ; la répartition 

des échantillons est présentée dans la figure IV.31 : on remarque que les échantillons de 

chaque groupe de plante, sont bien assemblés les uns à coté des autres et ce sont bien 

distingués de l’ensemble des échantillons des autres groupes. 

 

b) Analyse de variance à deux facteurs 

 Les métabolites, variant significativement entre chaque série de deux répliquas, ont été 

recherché pour indiquer pour chaque échantillon, la valeur des deux facteurs de variation : 

temps et condition expérimentale ; nos résultats, présentés en détails avec les valeurs de « p-

value » calculées, dans les tableaux IV.6, IV.7, IV.8 et IV.9, montrent que : 

- Pour le facteur « temps », 72 métabolites sont modifiés d’une façon significative 

(60% des métabolites détectés). 

- Pour le facteur « condition », 103 métabolites sont modifiés d’une façon 

significative (85% des métabolites détectés). 

- Pour le facteur « condition x temps », 64 métabolites sont modifiés d’une façon 

significative (53% des métabolites détectés). 

- 16 métabolites ne sont pas variés d’une façon significative (13% des métabolites 

détectés). 

 

c) Classification hiérarchique (HCL) 

La comparaison des échantillons et de leur taux de métabolites permet de les grouper en 

fonction de leur ressemblance (niveau d’expression) et de schématiser ces regroupements sous 

forme d’arbre. Les arbres permettent de mettre en évidence les groupes de métabolites qui 

suivent la même tendance (clusterisation). 

Pour chacun des deux facteurs, temps et condition, ainsi pour la combinaison « temps x 

condition », on remarque que dans la partie aérienne, comme dans les racines des plantes des 

différents groupes, les métabolites, variant significativement, sont divisés en plusieurs 

groupes où chaque groupe représente les métabolites qui suivent la même tendance chez les 
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deux conditions étudiées (figure IV.32 et IV.33), comparés au groupe témoins (N° 35 à 44 

pour le groupe témoins, N°45 à  52 pour le groupe en hypoxie totale, du N°53 à 60 pour le 

groupe des plantes en hypoxie partielle). Ces résultats montrent qu’ils existent des groupes de 

métabolites qui ont répondu directement à l’hypoxie racinaire (chez le groupe des plantes en 

hypoxie totale), des groupes de métabolites qui ont répondu directement et indirectement à 

l’hypoxie racinaire (chez le groupe des plantes en hypoxie totale et en hypoxie partielle) et 

des groupes de métabolites qui ne sont pas affectés par l’hypoxie racinaire. 

 
 
IV-2-3 Etudes de l’expression de gènes 

 L’étude de l’expression de gènes marqueurs du stress hypoxique racinaire, mAlaAT et 

GABA-T, dans les racines et la partie aérienne, montrent la surexpression de ces deux gènes 

chez les deux groupes, en hypoxie totale et en hypoxie partielle (figure IV.34), où 

l’expression de ces deux gènes est stimulée dans leur deux parties des racines, en hypoxie et 

en normoxie (split-root) comparés aux témoins. 
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IV-3 Discussion 
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 Afin d’étudier l’effet du stress hypoxique racinaire sur le développement des plantes, 

soumises à ce stress d’une façon totale (hypoxie totale) ou partielle (hypoxie partielle), nous 

avons suivi le développement des plantes durant 7 semaines de stress. 

Les résultats obtenus indiquent que les plantes en hypoxie partielle et les plantes en hypoxie 

totale, ont tendance à se développer plus rapidement que les plantes témoins ; cependant, 

contrairement aux plantes en hypoxie totale, qui commencent à perdre leur biomasse dès la 

4ème semaine du stress, les plantes, en hypoxie partielle, continuent à se développer jusqu’à la 

7ème semaine. Plusieurs espèces, sensibles à l’hypoxie racinaire, ont développé des 

mécanismes d’adaptation (Bailey-Serres et Voesenek, 2008) qui sont notamment associés à 

divers réactions physiologiques, biochimique et moléculaires, qui aboutissent à des 

changements des caractères anatomiques et morphologiques de la plante (Comstock, 2002 ; 

Colmer et Voesenek, 2009).  

 

 Au niveau métabolique, nos résultats ont montré que les plantes ont répondu au stress 

hypoxique racinaire par des modifications de leur métabolisme azoté dans leur partie racinaire 

et aérienne. Le système de « split-root » était réalisé pour essayer de mieux comprendre la 

relation entre ces deux parties des plantes et pour suivre leur comportement lorsqu’elles sont 

soumises au stress hypoxique racinaire d’une façon partielle. Les figures IV.35, IV.36, IV.37 

et IV.38 montrent que la réponse des plantes (en « split-root »), à l’hypoxie racinaire, a été 

transmit dans les différentes parties des plantes, en modifiant leur métabolisme. D’autre part, 

le métabolisme carboné a été aussi affecté par ce stress et les niveaux des sucres détectés ont 

montré des changements significatifs (en « split root ») : 

Comme les glucides constituent les principales réserves de carbone chez les plantes, la 

capacité à utiliser ces réserves pourraient être responsables de la survie des plantes dans des 

conditions de stress abiotique (Goggin et Colmer, 2007). Les quantités de sucres ont été 

analysées par réponse au stress hypoxique racinaire ; le saccharose, le glucose et le fructose 

sont les principaux sucres présents chez « Medicago truncatula », et nos données ont montré 

une augmentation significative de ces sucres dans les racines et les parties aériennes, 

accompagnée d’une baisse significative de la concentration du raffinose. Les variations des 

concentrations de sucres semblent être associées à une augmentation de la croissance et une 

utilisation accélérée de sources d'énergie. 

Cependant, malgré l'importance du carbone et l'azote dans la détermination de nombreux 

traits physiologiques et agronomiques (Iglesias et al., 2007), il y a peu d’information 

concernant l'influence de l’hypoxie racinaire sur leur consommation, transport et distribution. 
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Récemment, l'attention a également été porté sur les mécanismes de transduction du signal 

conduisant à ces réponses (Arbona et Gomez Cadenas, 2008 ; Rodriguez-Gamir et al., 2011).  

En fait, l’hypoxie racinaire a une conséquence immédiate sur la production d’ATP à cause de 

la diminution de la disponibilité d’oxygène ; pour compenser cet effet, la plante doit générer 

du NAD+ (nicotinamide adénine dinucléotide, pouvoir oxydant) par d’autres voies alternatives 

sans utiliser l’oxygène (Drew, 1997) en induisant les gènes impliqués dans la glycolyse et la 

fermentation pour assurer le passage de la respiration aérobie à la fermentation (Peng et al., 

2001). Beaucoup de métabolites identifiées par GC-MS chez « Medicago truncatula », en 

hypoxie racinaire, sont impliquées dans la glycolyse, la fermentation et le métabolisme des 

glucides primaires ; ces résultats sont en accord avec d’autres études qui ont montré que les 

enzymes métaboliques impliquées dans ces mécanismes sont stimulées (Chang et al., 2000), 

comme 1'alcool déshydrogénase (ADH), l'énolase et la glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase (GAPD) et le pyruvate décarboxylase (PDC). La glycolyse, liée 

principalement à l'éthanol et à la fermentation du lactate, représente le principal moyen pour 

recycler le NADH, nécessaire pour maintenir le mécanisme de la glycolyse et la production 

d’ATP ; cependant, la fermentation alcoolique est également importante pour la production 

d'énergie dans des conditions anaérobiques. Par conséquent, il existe ces deux principales 

stratégies métaboliques pour compenser la baisse d’oxygène, mais toutefois, ces stratégies ne 

peuvent être que transitoires et ne seront jamais suffisantes pour maintenir les niveaux d'ATP 

dans les normes, à long terme sous stress hypoxique racinaire d’où la mort des plantes 

observée dans nos résultats au bout de la 7ème semaine.  

 Les études récentes se focalisent plus sur la compréhension des mécanismes de 

communication, reliant la partie aérienne et la partie racinaire de la plante. Dans ce contexte, 

il est important d’évoquer que les changements dans le niveau d'ATP pourraient servir comme 

signal pour la suite des réponses adaptatives de la plante par réponse à ce stress. En outre, 

chez les plantes, l'adénine nucléotidique joue un rôle clé dans la régulation de la signalisation 

intracellulaire et extracellulaire et peut réguler l'activité des canaux ioniques (Lew et 

Dearnaley, 2000 ; Tang et al., 2003) ; cependant, à ce jour, la seule preuve de la signalisation 

de l'ATP en condition d’hypoxie racinaire reste sa régulation de l'expression du gène 

d'hémoglobine (Hill, 1998). 

Nos résultats ont montré que la réponse de la plante soumise au stress hypoxique racinaire 

était transmise de la partie racinaire vers la partie aérienne (qui sont en normoxie) ; d’autre 

part, le message est transmis ensuite, de la partie aérienne vers la partie racinaire qui est en 

normoxie (système de split-root) et donc la réponse à l’hypoxie racinaire est une réponse 
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spécifique caractérisée par la transmission d’un signal à travers toute la plante et qui pourrait 

être sous différentes formes (Voesenek et al., 1993 ; Lorbiecke et al., 1999) : Plusieurs 

régulateurs de croissance et d'autres molécules de signalisation pourraient y intervenir. 

L’éthylène : sa synthèse augmente rapidement (au bout de 4 h) sous hypoxie racinaire (Drew 

et al., 1979 ; Lorbiecke et Sauter, 1999) ; l'augmentation de la production d'éthylène, sous 

hypoxie racinaire, est induite par l’accumulation d'ACC et la forte activité d’ACC synthase 

(kende, 1993 ; Olson et al., 1995) ; En fait, l’ACC est synthétisé puis transporté vers la partie 

aérienne sous stress hypoxique (Shiu et al., 1998), une fois dans les feuilles, il est converti par 

l’ACC oxydase en éthylène (Kathiresan et al., 1997) ; mais la biosynthèse de l'éthylène sera 

ensuite inhibée, car la conversion de l'ACC en éthylène par l’ACC oxydase nécessite de 

l'oxygène (Peng et al., 2001). 

D’autre part, ils existent d’autres molécules qui jouent un rôle très important dans la 

signalisation du stress hypoxique, des racines vers la partie aérienne des plantes, comme 

l'acide abscissique (ABA), l'acide gibbérellique (GA), l'auxine (AIA) et les cytokinines (CK) : 

Sous stress hypoxique, la concentration foliaire d’ABA augmente d’une façon transitoire et 

elle est doublée dans la sève (Newman and Smit, 1991). Bien qu'il existe plusieurs rapports 

entre l'accumulation de l'ABA et la réponse à l'hypoxie racinaire, il y a d'autres études qui 

suggèrent le contraire ; par exemple, chez Arabidopsis, les niveaux endogènes de l'ABA sont 

restés inchangés et chez le riz, ils diminuent sous stress hypoxique (De Bruxelles et al., 1996 ; 

Azuma et al., 1995) et les niveaux élevés d’ABA appliqué d’une manière exogène 

(Hoffmann-Benning et Kende, 1992) réduisent la croissance des feuilles chez « Ranunculus 

sceleratus » (Smulders et Horton, 1991) et « Potamogeton pectinatus » (Summers et Jackson, 

1996). Le rôle de l’acide gibbérellique dans la stimulation de la croissance des feuilles est 

bien établi (Rademacher, 2000 ; Rijnders et al., 1997), d’autres études montrent la relation 

entre l’augmentation de la concentration de l’acide gibbérellique et la sensibilité à l'éthylène 

pendant le stress hypoxique (Raskin and Kende, 1984). Cependant, la réponse peut varier 

selon les espèces, comme chez « Rumex acetosa », les niveaux de l’acide gibbérellique restent 

inchangés, bien que ceux de l'éthylène augmentent au cours de l’hypoxie racinaire (He et al., 

1996). L’implication de l'auxine dans la réponse au stress hypoxique a été également 

démontré par l'augmentation transitoire des niveaux de transcrits de deux gènes sensibles à 

l'auxine pendant le traitement à l'hypoxie racinaire (IAA2, IAA3) (Klok et al., 2002 ; Visser et 

al., 1996). Enfin, les cytokinines peuvent également participer à la signalisation (cross-talk) 

lors de la réponse au stress hypoxique comme il a été démontré chez le tournesol où le tau de 

cytokinines dans la sève brute est considérablement réduit après 24 heures d'hypoxie racinaire 
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(Burrows and Carr, 1969), cela par la baisse de la concentration d’oxygène dans la zone de 

production de cytokinines, le méristème apical racinaire (Zhang et al., 2000).  

 

En fin, un rôle très important du NO, par réponse à l'hypoxie racinaire, a été bien identifié par 

des études ultérieures, qui ont démontré son implication dans la transduction du signal de 

cytokinines qui est, à son tour, impliqué dans la régulation de la tolérance au stress hypoxique 

(Zhang et al., 2000 ; Libourel et al., 2006). NO présente également des étapes communes dans 

la voie de transduction du signal de l'AIA (Gouvêa et al., 1997). Cependant, le NO a été 

récemment identifié comme une composante du réseau de signalisation d’ABA, impliqué 

dans la régulation stomatique (Garcia-Mata et Lamattina, 2002 ; Neill et al., 2002). Malgré, 

l'importance du NO dans la réponse à l'hypoxie chez les plantes, il n’existe pas beaucoup 

d’informations sur son rôle exact. 
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Figure IV.1 : Graphes d’évolution de la biomasse en matière fraiche et sèche de la partie aérienne chez les 
plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. 
 

 

 

 

 

 
 

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

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure IV.3 :  Graphes d’évolution de la thréonine et de l’acide décanoïque dans les racines des plantes en 
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.4 :  Graphes d’évolution du digalactosylglycérole, fucose 1, galactose 1, galactosylglycérole, glucose 
1 et 2 et du ribose dans les racines des plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en 
fonction du temps (en semaines) de traitement. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.5 :  Graphes d’évolution de l’alanine (alfa et beta) et du gaba dans les racines des plantes en « hypoxie 
totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.6 : Graphes d’évolution des différents acides aminés accumulés dans les racines des plantes en 
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» comparés aux « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. 
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Figure IV.7 :  Graphes d’évolution de racinaire l’acide succinique, l’acide fumarique, l’acide kétoglutarique, 
l’acide malique, l’acide citrique, l’acide pyruvique, l’acide lactique et le phosphorique, dans les racines des 
plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.8 :  Graphes d’évolution d’ornithine, spermidine et putrescine, dans les racines des plantes en 
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.9 :  Graphes d’évolution de l’acide butanoïque, l’acide hydroxyglutarique, l’acide benzoïque, l’acide 
glycérique, l’acide glycolique, l’acide laurique, l’acide malonique, l’acide malonique tris, l’acide nicotinique, 
l’acide oléique, l’acide palmitique, l’acide P-OH benzoïque, l’acide stéarique, l’acide trans-aconitique, l’acide 
tétradécanoïque, l’acide thréonique, l’acide thréonique-lactone et l’acide shikimique, dans les racines des plantes 
en « hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.10 : Graphes d’évolution de l’acide vanillique et l’acide salicylique, dans les racines des plantes en 
« hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.11 : Graphes d’évolution du fructose 1, fructose 2, fructose 6P, B-sitostérol, galactinole, mannitol, 
myo-inositol, glucose 6P1, glucose 6P2, glycérol, glycérol 2P, glycérol 3P, mannose 1, tréhalose, thréitole et 
thréitole d2, dans les racines des plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du 
temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.12 : Graphes d’évolution du mélibiose, raffinose, rhamnose, ribose, xylose 1 et 2 et du maltose 1, 
dans les racines des plantes en « hypoxie totale», « hypoxie partielle» et « témoins » en fonction du temps (en 
semaines) de traitement. 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.13 : Graphe d’évolution d’éthanolamine dans les racines des plantes en « hypoxie totale», « hypoxie 
partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.14 : Graphes d’évolution de l’acide aminoadipique, l’acide butirique, l’acide ascorbique, l’acide 
ascorbique d1, l’acide citramalique, l’acide galactonique, l’acide galacturonique, l’acide gluconique, l’acide 
linolénique, l’acide octanoïque, l’acide coumarique et l’acide ribonique, dans les racines des plantes en 
« hypoxie totale», « hypoxie partielle ou 10% » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.15 : Graphes d’évolution du maltose et du sucrose dans les racines des plantes en « hypoxie totale», 
« hypoxie partielle ou 10% » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau IV.1 : listes des échantillons (a : racines et b : feuilles) avec le numéro, le nom et la condition 
expérimentale correspondante. 
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Figure IV.16 : Projection des échantillons des racines des deux groupes, en hypoxie totale et en hypoxie 
partielle, sur les axes de l’ACP et leur répartition en groupes présentant des similarités et montrant les 
corrélations entre eux, comparés à ceux du groupe témoin. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau IV.2 : Tableau d’analyses de la variance à deux facteurs présentant les différentes conditions 
expérimentales étudiées en fonction du temps (semaines) dans les racines. Le temps T=0 semaine n’a pas été 
défini car, à ce temps, nous ne disposons pas de données pour les conditions « hypoxie ». Les échantillons 1 et 2 
(T=0 - témoin) n’ont donc été assignés à aucun groupe. 
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Tableau IV.3 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenues par analyse de la variance à deux facteurs, 
présentant les différents métabolites significatifs pour le facteur «temps» dans les racines. Plus le p-value est 
faible, plus la variation du métabolite n’est significative. La valeur 0.000% correspond à une valeur inférieure à 
0.0005%.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau IV.4 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenues par analyse de la variance à deux facteurs, 
présentant les différents métabolites significatifs pour le facteur «condition» dans les racines. Plus le p-value est 
faible, plus la variation du métabolite n’est significative. La valeur 0.000% correspond à une valeur inférieure à 
0.0005%.  
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Tableau IV.5 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenues par analyse de la variance à deux facteurs, 
présentant les différents métabolites significatifs pour le facteur « temps x condition » dans les racines. Plus le p-
value est faible, plus la variation du métabolite n’est significative. La valeur 0.000% correspond à une valeur 
inférieure à 0.0005%.  
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Figure IV.17 : Classification hiérarchique sous forme d’arbre (Clusterisation), des différents métabolites qui 

varient significativement dans les racines et qui suivent la même tendance selon le facteur « temps » (à gauche) 

et le facteur « condition » (à droite) avec le numéro associé pour chaque échantillon. 

Les métabolites rassemblés représentent ceux qui ont la même tendance (détectés par GC / TOFMS) pendant 5 

semaines de stress hypoxique racinaire. Chaque valeur représente la moyenne de deux répétitions indépendantes 

pour chaque temps de traitement. Les couleurs vert et rouge indiquent une diminution ou une augmentation de la 

concentration de chaque métabolite par rapport au temps T = 0 semaine (début du stress), respectivement et la 

couleur noire indique l'absence de variation. Le regroupement a été fait avec la méthode de corrélation de 

Pearson. 
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Figure IV.18 : Classification hiérarchique sous forme d’arbre (Clusterisation), des différents métabolites qui 
varient significativement dans les racines et qui suivent la même tendance selon le facteur « temps x condition » 
avec le numéro associé pour chaque échantillon.  
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Figure IV.19 : Graphe d’évolution de la lysine, l’aspartate et l’homosérine dans la partie aérienne des plantes en 
« hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle» et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure IV.20 : Graphe d’évolution de l’acide fumarique, lactique, pyruvique, ribonique, ascorbique d1, 
héxanoique, citramalique, décanoique et shikimique, dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire 
totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.21 : Graphe d’évolution du galactose 1, arabinose, maltose 1 et ribose dans la partie aérienne des 
plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle ou 10% » et « témoins » en fonction du temps 
(en semaines) de traitement. 
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Figure IV.22 : Graphes d’évolution de l’A-alanine, la glutamine d1 (un dérivé de la glutamine), la glycine, 
l’isoleucine, la leucine, la lévoglucosane, la lysine, la phénylalanine, la proline, la sérine, la thréonine, le 
tryptophane, la tyrosine, la valine, le B-alanine, la glutamine, l’asparagine et l’aspartate, dans la partie aérienne 
des plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle »g et « témoins » en fonction du temps 
(en semaines) de traitement. 
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Figure IV.23 : Graphes d’évolution de l’acide citrique, malique, pyruvique, ketoglutarique, phosphorique dans 
la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en 
fonction du temps (en semaines) de traitement. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.24 : Graphes d’évolution de l’ornithine et de la putrescine dans la partie aérienne des plantes en 
« hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. 
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Figure IV.25 : Graphes d’évolution de l’acide butirique, ascorbique, benzoïque, galactonique, galacturonique, 
glucarique, glycolique, laurique, nicotinique, tétradécanoique, T-ferrulique, thréonique, glutamique, linoléique, 
malonique, malonique tris et pyroglutamique, la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire totale», 
« hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.26 : Graphes d’évolution du fructose 1 et 2, digalactosylglycérole, fucose 2, galactinole, 
galactosylglycérole, glucose 1 et 2, glycérol, maltose 2, lactose1 et 2, mélibiose 1, myo-inositol, rhamnose1 et 2, 
sucrose, thréitol, tréhalose et glycérol 2P et 3P, dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire totale», 
« hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.27 : Graphes d’évolution des différents acides aminés non affectés par le stress hypoxique racinaire 
(l’arginine, cystéine, éthanolamine et méthionine) dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire 
totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.28 : Graphes d’évolution de la spermidine, dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire 
totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.29 : Graphes d’évolution de l’acide aminoadipique, octanoique, palmitique, P-hydroxybenzoique et 
salicylique, dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et 
« témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure IV.30 : Graphes d’évolution des sucres non affectés par le stress hypoxique racinaire (fructose 6P, 
glucose 6P2, rhamnose 2, sorbitol, tagatose et B-sitostérol), dans la partie aérienne des plantes en « hypoxie 
racinaire totale», « hypoxie racinaire partielle » et « témoins » en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.31 : Projection des échantillons des parties aériennes des deux groupes, en hypoxie totale et en 
hypoxie partielle, sur les axes de l’ACP et leur répartition en groupes présentant des similarités et montrant les 
corrélations entre eux, comparés à ceux du groupe témoin. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau IV.6 : Tableau d’analyses de la variance à deux facteurs présentant les différentes conditions 
expérimentales étudiées en fonction du temps (semaines) dans la partie aérienne. Le temps T=0 semaine n’a pas 
été défini car, à ce temps, nous ne disposons pas de données pour les conditions « hypoxie ». Les échantillons 1 
et 2 (T=0 - témoin) n’ont donc été assignés à aucun groupe. 
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Tableau IV.7 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenues par analyse de la variance à deux facteurs, 
présentant les différents métabolites significatifs pour le facteur «temps» dans la partie aérienne. Plus le p-value 
est faible, plus la variation du métabolite n’est significative. La valeur 0.000% correspond à une valeur inférieure 
à 0.0005%. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Tableau IV.8 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenues par 
analyse de la variance à deux facteurs, présentant les différents 
métabolites significatifs pour le facteur «condition» dans la partie 
aérienne. Plus le p-value est faible, plus la variation du métabolite n’est 
significative. La valeur 0.000% correspond à une valeur inférieure à 
0.0005%. 
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Tableau IV.9 : Tableaux des valeurs de la « p-value », obtenues par analyse de la variance à deux facteurs, 
présentant les différents métabolites significatifs pour le facteur «temps x condition» dans la partie aérienne. Plus 
le p-value est faible, plus la variation du métabolite n’est significative. La valeur 0.000% correspond à une 
valeur inférieure à 0.0005%. 
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Figure IV.32 : Classification hiérarchique sous forme d’arbre (Clusterisation), des différents métabolites qui 
varient significativement dans la partie aérienne et qui suivent la même tendance selon le facteur « temps » (à 
gauche) et le facteur « condition » (à droite) avec le numéro associé pour chaque échantillon. 
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Figure IV.33 : Classification hiérarchique sous forme d’arbre (Clusterisation), des différents métabolites qui 
varient significativement dans la partie aérienne et qui suivent la même tendance selon le facteur « temps x 
condition » (à gauche) et le facteur « condition » (à droite) avec le numéro associé pour chaque échantillon. 
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Figure IV.34 : Graphes d’évolution de l’expression des gènes « mAlaAT » (à gauche) et « GABA-T » (à droite) 
dans les racines et la partie aérienne des plantes sous stress hypoxique racinaire totale et partielle (split-root) en 
fonction du temps (en semaines) de traitement. 
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Figure IV.35 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme primaire, azoté et carboné dans 
les racines des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 2). 
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Figure IV.36 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme carboné dans les racines des 
plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 2). 
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Figure IV.37 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme azoté et carboné dans la partie 
aérienne des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins en fonction du temps (en semaines) de 
traitement. Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 2). 
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Figure IV.38 : Visualisation des changements des métabolites du métabolisme carboné dans la partie aérienne 
des plantes en hypoxie racinaire comparés aux plantes témoins en fonction du temps (en semaines) de traitement. 
Les valeurs sont présentées sous la forme de « moyenne ± erreur standard » (nb de répétition = 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
- 173 -

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Chapitre V : Conclusions et perspectives 
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Dans ce travail, nous avons étudié l’aspect physiologique de la plante et l’aspect 

métabolomique sous stress hypoxique racinaire. 

Le stress hypoxique racinaire est un stress abiotique qui est connu pour affecter le rendement 

des plantes (Horchani et al., 2008), et notre objectif était d'examiner dans quelle mesure le 

développement et le métabolisme des plantes pourraient être affectée. 

Dans nos expériences, l’application du stress hypoxique racinaire était très efficace et notre 

modèle d’étude est valide. Grâce à des approches interdisciplinaires de physiologie 

moléculaire et cellulaire, ce travail a recherché des bases métabolomiques et des 

caractéristiques moléculaires qui permettent aux plantes de « Medicago trucatula » de 

répondre à des conditions de stress d’hypoxie racinaire.  

L’ensemble des changements par réponse à l’hypoxie racinaire : affectation considérable du 

développement des plantes, accumulation des acides aminés essentiels, stimulation de 

l’expression de gènes impliqués dans le métabolisme azoté, fonctionnement accélérée de la 

respiration et de la photosynthèse, accélération de la vitesse d’incorporation d’azote dans la 

plante, montrent les effets directs du stress hypoxique racinaire et la manière d’adaptation et 

d’acclimatation des plantes face à ce stress. 

La réponse des plantes au stress  hypoxique racinaire a été observée dans les racines 

(soumises en hypoxie) mais aussi bien dans la partie aérienne ; pour cela, nous nous sommes 

intéressés à mieux comprendre cette relation entre les deux parties de la plante par réponse à 

ce stress.  

L’étude de la transmission du signal entre les deux parties (split-root), aérienne et racinaire, 

des plantes a montré que la partie aérienne et la partie racinaire (en normoxie) des plantes (en 

hypoxie partielle) ont aussi répondu au stress hypoxique racinaire et que cette réponse est 

systémique car même en mettant une petite partie des racines de la plante en hypoxie, la 

réponse à été détectée dans la partie aérienne et dans l’autre partie des racines en normoxie. 

 

En général, la survie des plantes sous stress hypoxique racinaire comprend plusieurs réponses 

biologiques ; le contrôle du métabolisme énergétique, la disponibilité des sources d'énergie, la 

fourniture des produits génétiques essentiels, la synthèse des macromolécules et la protection 

contre l’effet post-hypoxique, représentent les principales réponses. Ces stratégies ont été 

étudiées depuis longtemps et les adaptations cellulaires et moléculaires, conduisant à la 

tolérance à l'hypoxie, sont de plus en plus évidentes. Malheureusement, les détecteurs 

concernés et les voies de transduction de signaux impliqués ne sont pas encore très bien 
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connus. Il est cependant de plus en plus évident que l'induction des réponses adaptatives 

dépend plus de l'efficacité de ces signaux plutôt que de leur nature. 

 

Ce travail offre des perspectives afin d’une meilleure compréhension des aspects 

métabolomiques et de la communication entre la partie racinaire et aérienne des plantes par 

réponse au stress hypoxique racinaire. Pour aller plus loin, il serait intéressant de récupérer la 

sève des plantes pour y effectuer une analyse métabolomique, dans le but d’identifier les 

métabolites qui pourraient se transmettre depuis et vers la partie aérienne et racinaires des 

plantes. 

D’autre part, l’étude pourrait être complétée en déterminant l’implication de chaque molécule 

de signalisation selon l’hypothèse suivante : plusieurs molécules interviennent dans la 

transmission du signal, étant qu’une voie de signalisation pourrait être commune à des stress 

différents (Pastori et Foyer, 2002). Par conséquent, cette hypothèse laisse supposer que la 

perception ou la réponse au stress hypoxique passe par des molécules intermédiaires connues 

en tant que des molécules signales. 

La suite évidente de ce travail est l’étude de la nouvelle génération des plantes transgéniques 

de Medicago qui seront obtenues (travail en cours). Des tests de germinations et des études de 

phénotypage devraient être effectués sous stress hypoxique et ensuite en impliquant le 

système de split-root. En fin, l’étude du glutamate déshydrogénase (GDH) sera très 

intérréssant à réaliser vue son rôle important et qui pourrait être prépondérant dans la réponse 

à l’hypoxie racinaire. 

En fin, dans ce travail, nous avons étudié l’aspect physiologique et métabolomique de 

la plante sous stress hypoxique racinaire. La conclusion et les perspectives de ce travail ont 

fait l’objet d’un article soumis au journal « Molecular Plant » et qui montre le rôle majeur de 

l’alanine amino transférase (AlaAT) dans la réponse de la plante au stress hypoxique racinaire 

et durant la phase de récupération post-hypoxie, en collaboration avec les autres enzymes du 

métabolisme azoté primaire, glutamate déshydrogénase, glutamine synthétase et glutamate 

synthase. 
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The absence of a tissue or a system dedicated to oxygen uptake and delivery to the organs in 

plants may create localized hypoxic environments when oxygen diffusion is hindered by the 

anatomy and the structure of the tissue e.g. dense cell packing. Developing and germinating 

seeds, tubers, bulky fruits, meristems, germinating pollen, and the phloem are the organs the 

most likely to lack oxygen even when the whole plant is growing in aerobic conditions.  

Environmental conditions like flooding or soil waterlogging are the other major cause of more 

or less prolonged periods of hypoxia / anoxia due to the slow diffusion of oxygen in water and 

competition of the roots with respiring microorganisms. In the context of climatic change 

arable farmland productivity is threatened by more heavy precipitation and more frequent 

flooding and waterlogging events because crops were not selected to cope with oxygen 

limitation (Bailey-Serres et al., 2012; Bailey-Serres and Voesenek, 2008; Licausi, 2013). 

Consequently, like adaptation of plants to drought and saline stress, low oxygen stress 

deserves more interest from the scientific community and more financial support from 

stakeholders. Low oxygen sensing, signaling and adaptation of plants to its limitation at both 

cellular and whole plant levels should be investigated more thoroughly, and derived 

knowledge should be taken into account in breeding programs and agronomical practices for 

saving plant fitness, growth and development even when oxygen availability is low (Licausi, 

2013).  

 

THE ROLE OF METABOLIC ADJUSTMENT IN CELLULAR ACCLIM ATION TO 

LOW OXYGEN STRESS  

Hypoxia-induced inhibition of mitochondrial oxidative phosphorylation results in an energy 

crisis due to the reduction in ATP production that becomes insufficient to meet the needs of 
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energy demanding processes (Greenway and Gibbs, 2003). The increase in the rate of 

glycolysis and subsequent increase in substrate level ATP production tends to ameliorate the 

energy crisis.  In plants ethanol rather than lactate fermentation regenerates NAD+; this 

regeneration is crucial to maintain higher rates of glycolysis. Efficiency of this strategy for 

ATP production is very low, it is carbohydrates costly and it drains very quickly the carbon 

store of the cell leading to carbon starvation and cellular death. Therefore it appears that 

management of carbon reserves is crucial for survival upon hypoxia (Albrecht et al., 2004). 

The ability to supply the roots with carbohydrates, the substrate of alcohol fermentation 

during prolonged periods of soil anoxia appeared as determinant in waterlogging tolerance of 

the common ash (Fraxinus excelsior) (Jaeger et al., 2009). Similarly hypoxia/anoxia-sensitive 

seeds of wheat and barley do not induce amylases under hypoxic / anoxic conditions of 

germination in contrast to anaerobic germination-competent rice seeds (Guglielminetti et al., 

1995). Comparison of microarray data of 21 organisms representing plants, animals 

(including Homo sapiens), fungi and bacteria submitted to varying degrees of oxygen 

deficiency showed that reconfiguration of central carbon metabolism was generally conserved 

across organisms (Mustroph et al., 2010). By contrast reconfiguration of nitrogen metabolism 

in particular amino acids metabolism via alanine fermentative pathway was activated only in 

plants. Alanine fermentative pathway does not regenerate NAD+ and unlike several 

metabolites known for their either signaling or protective role upon stress conditions, alanine 

intrinsically may not play a protective role in hypoxic stress, therefore the question is how the 

alanine fermentative pathway provides plants with a mechanism 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 was investigated in vivo through a blend of 

experiments using 15N and 13C isotope labeling and metabolomics approach (Limami et al., 

2008; Oliveira and Sodek, 2013; Rocha et al., 2010). The ATP consuming enzymes glutamine 

synthetase (GS) and asparagine synthetase (AS) were significantly inhibited probably as part 

of cellular strategy to mitigate damaging effect of energy crisis. Activities of NADH-GOGAT 

and AlaAT increased and GABA shunt was activated. AlaAT activity was directed towards 

alanine synthesis using glutamate as amino donor while the reverse reaction of glutamate 

synthesis using alanine as amino donor was inhibited (Ricoult et al., 2006). Synthesis of 

alanine generates 2-oxoglutarate which can be metabolized to succinate by succinate CoA 

ligase in the TCA cycle, thus providing additional ATP per molecule of sucrose metabolized 

(Rocha et al., 2010). The reductive amination of 2-oxoglutarate by GOGAT during hypoxic 

stress appears however as crucial, the inhibition of GOGAT with azaserine disturbed alanine 

accumulation and blocked germination and seedling establishment of Medicago truncatula 

under hypoxia/anoxia (Ricoult et al., 2005). Upon hypoxic stress GOGAT may fulfill two 

major roles, regeneration of glutamate, the substrate of AlaAT and the second is the oxidation 

of NADH, thus making NAD+ available to enable glycolysis to proceed (Limami et al., 2008).  

In total it appears as if the decrease in glutamate utilization by GS and AS was compensated 

for by increased NADH-GOGAT and AlaAT leading to alanine synthesis and accumulation 

as a carbon and nitrogen store readily utilizable during post-stress recovery. Alanine may 

accumulate upon hypoxia via GABA-Transaminase that can use pyruvate as amino acceptor 

for succinic semialdehyde synthesis. However Arabidopsis thaliana GABA- Transaminase 

null mutants accumulated only slightly less alanine upon hypoxia compared with wild-type 

indicating that AlaAT pathway might be the major route for alanine accumulation upon 

hypoxia (Miyashita et al., 2007; Miyashita and Good, 2007).  

 



 
- 180 -

ALANINE AMINOTRANSFERASE / GLUTAMTE DEHYDROGENASE C YCLE 

MOBILIZES CARBON FROM THE NITROGEN STORE  

In plants GDH was shown to be induced and to operate in the direction of glutamate 

deamination to provide carbon skeletons and reducing equivalents by several abiotic stresses 

leading to carbon shortage and C / N ratio imbalance (Fontaine et al., 2012; Glevarec et al., 

2004). The role of GDH under oxygen limitation received little attention compared to other 

stresses. However available data showed unequivocally that the expression of the gene 

encoding GDH is upregulated by waterlogging-induced hypoxia like in Medicago truncatula 

roots. Depletion of sugar stores upon hypoxia as a consequence of increased glycolysis is 

favorable for increasing the expression of GDH encoding gene. This observation poses the 

question whether GDH by operating exceptionally in the direction of glutamate synthesis 

(Skopelitis et al., 2006) would participate to the regeneration of NAD+ that is crucial for 

keeping glycolysis operational upon hypoxic conditions and glutamate the substrate of 

AlaAT. This question was answered, first in vitro and native PAGE staining showed that 

GDH activity was significantly decreased upon waterlogging-induced hypoxia and second in 

vivo 15NH4
+ labeling in the presence and absence of the GS-inhibitor methionine sulfoximine 

(MSX) in combination with GC-MS amino acids analyses indicated that the residual GDH 

activity was not operating in the direction of glutamate synthesis (Limami et al., 2008). 

Therefore, according to a concept developed by Drew (Drew, 1997) that the return to aerobic 

conditions is anticipated in plants subjected to hypoxic stress by expressing genes whose 

products have functions during the subsequent recovery period, the induction of the gene 

encoding GDH upon hypoxia was interpreted as anticipation on the return to aerobic 

conditions. The enzyme would regenerate 2-oxoglutarate by deaminating glutamate during the 

post-stress recovery period (Limami et al., 2008). The post-translational regulation of GDH 

from tail muscle of the freshwater crayfish Orconectes virilis (Dawson and Storey, 2012) 
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supports this hypothesis. The authors presented evidences that GDH was phosphorylated 

under oxygen limitation and the physiological consequence of this was the reduction of its 

activity in order to shut off the bridge point between C and N pathways until the return to 

normoxia. The hypoxia inducible isoform AlaAT1 in Arabidopsis thaliana showed a similar 

pattern of regulation (Miyashita et al., 2007). Expression of the gene encoding AlaAT1 was 

up-regulated by hypoxic stress while the activity of the enzyme was shown to be the 

conversion of alanine into pyruvate and glutamate during the post-hypoxic period. Post-

translational regulation of AlaAT1 was not studied however.  

 

CONCLUSION   

Altogether these results allow suggesting a model of storage and mobilization of carbon 

during the transition from hypoxia to post-hypoxia stress (Figure 1). During hypoxia stress 

pyruvate as a byproduct of glycolysis is competitively used through an AlaAT / GOGAT 

cycle leading to the storage of carbon in alanine. Alanine is synthesized by AlaAT using 

glutamate as amino donor while GOGAT uses 2-oxoglutarate to regenerate glutamate and 

NAD+. During post-hypoxia recovery period carbon is mobilized through an AlaAT / GDH 

cycle. Alanine is deaminated by the reverse reaction of AlaAT to produce pyruvate and 

glutamate. Carbon is funneled to TCA cycle as pyruvate while GDH by deaminating 

glutamate generates 2-oxoglutarate to maintain the cycle functioning and produce reducing 

equivalent (NADH).  
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Figure 1: Schematic representation of the central role of alanine during hypoxia and post-

hypoxia recovery periods. (HYPOXIA) Visualization of carbon flux from carbon storage 

compounds to alanine. (POST-HYPOXIA) Visualization of alanine mobilization through 

AlaAT/GDH cycle and carbon flux towards TCA cycle. Scheme drawn by integrating data 

from studies combining 15N and 13C labeling and metabolomic profiling in various species 

such as Medicago truncatula, Lotus japonicus, Glycine max and Arabidopsis thaliana 

(Limami et al. 2008, Miyashita et al. 2007, Rocha et al. 2010 and unpublished data).  
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Résumé 

Les plantes se développent dans un environnement dynamique, ce qui impose souvent des 
contraintes sur la croissance et le développement. Parmi les facteurs environnementaux 
adverses, fréquemment rencontrés par les plantes terrestres, l’inondation ou submersion 
temporaire qui impose une hypoxie racinaire (1-2% d'oxygène). La submersion du sol peut 
avoir un très fort impact sur la survie des plantes, et donc sur la production agricole ainsi que 
les écosystèmes naturels.  
La plupart des études antérieures sur les altérations biologiques et biochimiques chez les 
plantes, dues au stress hypoxique, ont porté sur le métabolisme des sucres. Toutefois, 
quelques données concernant les effets de l'hypoxie racinaire sur le métabolisme azoté (N) 
sont récemment devenues disponibles. 
Le but de notre travail est d'étudier les effets de l'hypoxie racinaire sur le métabolisme azoté 
chez la plante modèle "Medicago truncatula".  
Les résultats obtenus ont montré que l'hypoxie racinaire entraine une augmentation 
significative de la biomasse aérienne (MF et MS) avec allongement des tiges et augmentation 
du nombre de feuilles pendant une période transitoire allant jusqu’à 5 semaines avant 
d’engendrer la mort des plantes. Les effets sur le métabolisme primaire ont été suivis par des 
analyses métabolomiques (GC-MS), marquage à l’azote (15N) et expression de gènes 
impliqués dans le métabolisme azoté. Nos résultats montrent que si l'hypoxie racinaire 
entraine des modifications sommes toute attendues des métabolismes de l’azote et du carbone, 
elle entraine également des réarrangements de ces métabolismes dans la partie aérienne non 
soumise à l’hypoxie. La réponse des parties aériennes en termes de croissance et de 
modification métabolique a été obtenue même quand une partie minoritaire seulement du 
système racinaire a été soumise à l’hypoxie suggérant une communication racine – partie 
aérienne qui mériterait d’être plus étudiée dans l’avenir.  

Abstract 

Plants grow in a dynamic environment, which often, imposes constraints on growth and 
development. Among the adverse environmental factors commonly encountered by land 
plants, flooding or waterlogging which imposes a temporary root hypoxia (1-2% oxygen). 
Hypoxia stress jeopardizes plant survival, and therefore induces tremendous damage on the 
agricultural production and natural ecosystem. 
Most previous studies of biological and biochemical alterations in plants, due to hypoxic 
stress, have focused on sugar metabolism. However, few data, regarding the effect of root 
hypoxia on nitrogen (N) metabolism have recently become available. 
The aim of our work is to study the impact of root hypoxia on nitrogen metabolism in the 
model plant "Medicago truncatula."  
Our results showed that root hypoxia leads to a significant increase in shoot biomass (MF and 
MS) with increased stem elongation and number of leaves during a transitional period of 
almost 5 weeks before inducing plant death. Effects on primary metabolism were followed by 
metabolomic analysis (GC-MS), labeling of nitrogen (15N) and expression of genes involved 
in nitrogen metabolism. Root hypoxia induced the expected rearrangement of carbon and 
nitrogen in the root but interestingly it induced significant changes in C and N metabolisms in 
the aerated shoot. Hypoxia-induced changes in shoot biomass and metabolism were obtained 
in split-root experiment where only part of the root system was submitted to hypoxia. The 
response of the aerated shoot to root hypoxia suggests a communication between root and 
shoot upon hypoxia aiming at a coherent adaptive response at the whole plant level. The 
nature of this communication deserves to be more thoroughly investigated. 


