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Résumé 

 

 L’azote (N) est un facteur majeur limitant la croissance des plantes. Sa disponibilité peut 

également avoir un impact sur la résistance des plantes aux agents pathogènes en régulant leur 

immunité. Afin de mieux comprendre les liens entre la nutrition azotée et les défenses de la 

plante, nous avons analysé l’impact de la disponibilité en N sur la résistance de Medicago 

truncatula à l’agent pathogène racinaire, Aphanomyces euteiches, en prenant en compte la 

variabilité génétique de la plante. Cet oomycète est considéré comme un des facteurs limitant 

le plus la production des légumineuses. Deux conditions de nutrition azotée, non limitante ou 

carencée en N, et dix génotypes de M. truncatula ont été testés in vitro. Les résultats ont montré 

que la résistance est modulée par les conditions nutritionnelles, dépendament du génotype. Les 

analyses d’expression de gènes impliqués dans le métabolisme azoté et dans les réponses de 

défense ainsi que la quantification des teneurs en acides aminés et des composés métaboliques 

secondaires ont montré des réponses différentes selon les génotypes et la condition nutritive. 

Elles ont souligné en particulier le rôle potentiellement important de la glutamine dans ce 

pathosystème. De plus, nous avons mis en évidence l’importance de l’homéostasie du 

monoxyde d’azote (NO) dans la résistance de M. truncatula à A. euteiches et que la disponibilité 

en azote impactait l’homéostasie du NO en affectant les niveaux de S-nitrosothiols et l’activité 

de la S-nitrosoglutathion réductase dans les racines. Ces résultats soulignent l’importance du 

métabolisme azoté et de son interaction avec le génotype de la plante dans les réactions de 

défense chez M. truncatula. 

 

Mots clés: Medicago truncatula, Aphanomyces euteiches, variabilité génétique, nutrition 

azotée, stress biotiques, monoxyde d’azote. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

 

 Nitrogen (N) is a major limiting factor for plant growth. N availability can also impact 

plant resistance to pathogens by regulating plant immunity. To better understand the links 

between N nutrition and plant defense, we analyzed the impact of N availability of plant on 

Medicago truncatula resistance to the root pathogen, Aphanomyces euteiches, taking into 

account plant genetic variability. This oomycete is considered as the most limiting factor for 

legume production. Two conditions of N nutrition, non-limiting or deprived in N, and ten plant 

genotypes were tested in vitro. The results showed that the resistance is modulated by 

nutritional conditions, depending on plant genotype. Analysis of the expression of genes 

involved in N metabolism and defense and quantification of different amino-acids contents and 

secondary metabolic compounds showed different responses of the genotypes and highlighted 

a potential role of glutamine in this pathosystem. Furthermore, our work underlined the 

importance of nitric oxide (NO) homeostasis for M. truncatula resistance to A. euteiches and 

that N availability impacts NO homeostasis by affecting S-nitrosothiol levels and S-

nitrosoglutathione reductase activity in roots. These studies highlight, therefore, the importance 

of N metabolism and its interaction with plant genotype in defense responses in M. truncatula. 

 

Keywords: Medicago truncatula, Aphanomyces euteiches, genetic variability, nitrogen 

nutrition, biotic stress, nitric oxide. 
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ATP adénosine triphosphate  NAD+/NADH 
forme oxydée/forme réduite de nicotinamide 
adénine dinucléotide 

Avr produit des gènes d'avirulence  NADP+/NADPH 
forme oxydée/forme réduite de nicotinamide 
adénine dinucléotide phosphate 

BABA acide -aminobutyrique  Ni:NOR nitrite:NO réductase 

BH4 tétrahydrobioptérine  nNOS NOS neuronale 

BSA bovine serum albumin  NO monoxyde d'azote 

CaM calmoduline  NO+ cation nitrosonium 

cGMP guanosine monophosphate cyclique  NO- anion nitroxyle 

CMA corn meal agar  NO2
+ nitronium 

COMT caffeic acid 3-O-methyltransferase  NO2
- nitrite 

CO3
.- radical carbonate  NO3

- nitrate 

cPTIO 
2-(4-carboxylphényl)-4,4,5,5-
tetraméthylimidazoline-1-oxyl-3-oxyde  NOS NO synthase 

Cys résidu cystéine  NPR1 non-expressor of pathogenesis-related gene 1 

DAF acide α- -di-amino-butyrique  NR nitrate réductase 

DAMP damage-associated molecular patterns  NUE nitrogen use efficiency 

ELISA enzyme linked immunosorbent assay  NØ-IS NØ-induced susceptibility 

eNOS nitric oxide synthase endothéliale  NØ-IR NØ-induced resistance 

ET éthylène  O2
.- anion superoxide 

ETI effector triggered immunity  OG polymère d'acide galacturonique 

F-box 
domaine protéique conservé de 40 à 50 
acides aminés  ONOO- peroxynitrite 

FAD flavine adénine dinucléotide   PAL phenylalanine ammonia-lyase 

FMN flavine mononucléotide   PAMP pathogen-associated molecular pattern 

GC guanylate cyclase  PR pahogenesis related 

Gln glutamine  PRR pattern recognition receptors 

GPX GSH peroxydase  PTI PAMP triggered immunity 

GSH glutathion  QTL quantitative trait loci 

GSNO S-nitrosoglutathion  R gène de résistance 

GSNOR GSNO réductase  RBOH respiratory burst oxidase homolog D 

GSSG glutathion disulfide  RNS espèces réactives de l'azote 

H2O2 peroxyde d'hydrogène  ROS espèces réactives de l'oxygène 

HO. radical hydroxyle  SA acide salicylique 

HR réaction hypersensible  SAR résistance systémique acquise 

iNOS NOS inductible  SNO S-nitrosothiol 

ISR résistance systémique induite  SOD superoxide dismutase 

JA acide jasmonique   
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 Les plantes constituent la majorité des ressources énergétiques dont dépendent 

directement ou indirectement les hommes et les animaux. Ce sont les seuls organismes 

supérieurs à pouvoir convertir et stocker l’énergie lumineuse sous forme de glucides, lipides et 

protéines. Avec une demande de plus en plus importante, une agriculture intensive s’est mise 

en place, correspondant à un système de production agricole dont l’objectif est d’optimiser au 

maximum la production. Ce mode de production assure un rendement des cultures important, 

permettant de nourrir une population mondiale toujours plus nombreuse. Les intrants utilisés 

afin d’améliorer le rendement de la culture ont plusieurs fonctions. Ils peuvent permettre 

d’améliorer la qualité du sol (qualité nutritionnelle, amélioration des propriétés physico-

chimiques) ou ont pour fonction d’éliminer les ravageurs ou les plantes invasives (adventices), 

grâce à des produits phytosanitaires (fongicides, herbicides, insecticides…). 

 

 

  Des intrants, pour améliorer les rendements 

 

 Pour pallier les problèmes de carence azotée dans les cultures et principalement, pour 

augmenter les rendements, les agriculteurs utilisent des intrants agricoles, et particulièrement 

des engrais azotés. L’utilisation intensive de ces intrants est apparue avec la révolution verte à 

partir des années 1960. Dans la dernière moitié du 20ème siècle, une augmentation importante 

des rendements a été rendue possible par l’utilisation de fertilisants azotés, produit 

industriellement depuis les années 40 (Evans, 1998). Mais l’utilisation de ces intrants est très 

contestée. D’une part la production de ces engrais a un coût énergétique. En effet, l’obtention 

d’engrais azotés par le procédé d’Haber-Bosch se fait à une température de 1000 °C et sous une 

pression de 1000 atmosphères. La chaleur et la pression séparent les atomes d’azote (issus du 

N2) et attachent un atome d’hydrogène pour former de l’ammoniac. Pour accomplir cette 

transformation, des carburants fossiles et du gaz naturel comme source d’hydrogène sont 

nécessaires et en font donc une réaction très coûteuse en énergie. D’autre part, l’utilisation de 

ces engrais n’est pas sans impact sur l’environnement et la santé humaine. En effet, les engrais 

azotés utilisés par les cultures se trouvent principalement sous forme de nitrate, qui est très 

mobile dans le sol. Les cultures sont capables d’utiliser seulement γ0 à 40 % de l’azote appliqué 

(Raun and Johnson, 1999). Ainsi plus de 60 % de l’azote du sol est perdu par lessivage, 

ruissellement de surface, dénitrification, volatilisation et consommation microbienne. Les 

nutriments azotés qui sont perdus peuvent s’accumuler dans un milieu particulier 

(eutrophisation) favorisant ainsi la croissance et la prolifération d’espèces capables de les 
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assimiler facilement telles que les cyanobactéries ou les algues. Ceci provoque le 

développement important de ces espèces, entraînant une hypoxie du milieu aquatique et la mort 

des autres organismes (Camargo & Alonso, 2006). L’eutrophisation peut également avoir des 

effets indirects sur la santé humaine. En effet, ce processus favorise la production de toxines, 

de la famille des microcystines par certaines souches de cyanobactéries, pouvant avoir des effets 

cancérigènes chez les animaux et chez l’homme (Zhou et al, 2002; Fan et al, 2014). Dans 

l’organisme humain, le nitrate peut être transformé en monoxyde d’azote (NO) via la réduction 

en nitrite par les bactéries commensales. Le NO diffuse dans le sang où il se fixe à 

l’hémoglobine, provoquant la méthémoglobinémie, un empoisonnement du sang suivi d’une 

dégénération du foie (Sharma et al, 2013). Ainsi, l’utilisation de ces engrais met en péril la 

biodiversité et la santé humaine, en étant responsable de la pollution des sols, des nappes 

phréatiques et des cours d’eau. 

 Une stratégie pour réduire l’utilisation d’engrais est de promouvoir la culture d’espèces 

végétales ayant une bonne efficacité d’utilisation de l’azote (NUE, nitrogen use efficiency) et 

qui de ce fait ont moins besoin d’engrais pour croître et se développer. La NUE a été définie de 

nombreuses manières (Good et al, 2004), mais la plus simple est le rendement (graine, fruit, 

fourrage) par unité d’azote disponible dans le sol. La NUE peut être décomposée en deux 

parties. La première est l’efficacité d’absorption de l’azote, qui correspond à la capacité de la 

plante à extraire l’azote du sol. La seconde est l’efficacité d’assimilation et de remobilisation 

de l’azote. De nombreuses recherches visent ainsi à identifier les gènes majeurs impliqués dans 

la NUE soit par des approches de manipulation d’expression de gènes-clé de 

transport/assimilation et remobilisation de l’azote soit par des approches génétiques de QTL 

(Chardon et al, 2012). Les légumineuses par leur capacité à fixer l’azote par l’intermédiaire de 

la symbiose rhizobienne constituent un énorme potentiel pour le développement d’une 

agriculture à bas intrants azotés mais encore largement inexploité jusqu’à présent (Foyer et al, 

2016). La gestion de la NUE présente donc un objectif écologique et économique majeur pour 

les cultures. 

 

 

  Protection des cultures par les produits phytosanitaires 

 

 Par ailleurs, les produits phytosanitaires ont été développés afin de lutter contre les 

maladies des plantes. En effet, l’arrivée d’une agriculture intensive a créé des conditions 

favorables aux maladies des plantes cultivées en concentrant des populations de végétaux sur 
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certaines surfaces et en effectuant des cultures successives de la même plante sur une même 

sole.  Les chiffres permettant d’estimer les dégâts dus aux microorganismes pathogènes font 

souvent défaut. Ces évaluations doivent prendre en compte les pertes directes au champ ainsi 

que les pertes indirectes de rendement qui se manifestent tout au long des filières de 

commercialisation et des chaînes de transformation des productions végétales. Il est estimé que 

les pertes de rendement pré-récolte avoisinent environ 30 % dont environ 10 % sont dus aux 

agents pathogènes (Oerke, 2006). 

 

 Des stratégies d’amélioration de la résistance ont été développées pour limiter les dégâts 

provoqués par les agents pathogènes: la lutte culturale qui comprend les pratiques de gestion 

optimales aidant  à prévenir les infestations (ex: la rotation); la lutte physique qui regroupe les 

techniques dont le mode d’action primaire ne fait intervenir aucun processus biologique, 

biochimique ou toxicologique (ex: enlever manuellement les plants infestés); la lutte génétique 

qui permet de sélectionner les variétés naturellement résistantes. Cependant, dans la plupart des 

cas, le recours aux produits phytosanitaires se révèle comme étant la solution la plus efficace. 

On parle alors de lutte chimique. Mais cette stratégie de lutte est de plus en plus contestée de 

par ses impacts négatifs sur l’environnement et la santé humaine (Bonnefoy N., Rapport 

d’information n°4β, Sénat session ordinaire de β01β-β01γ). En effet, l’impact direct réside 

notamment dans la destruction des organismes vivants ciblés ou non par ces produits. Par 

exemple, un insecticide, utilisé pour une espèce d’insectes en particulier, entraîne également la 

destruction d’autres insectes. L’utilisation des produits phytosanitaires contribue à une 

destruction de la faune et de la flore locales. Il a pu être observé par exemple une diminution 

de la population d’abeilles suite à la raréfaction de la végétation. Des effets sur la santé humaine 

peuvent également être observés. En effet, l’intoxication par les produits phytosanitaires peut 

se faire lors de l’application même de ces produits, par dégradation de la qualité des eaux de 

consommation et/ou par dégradation de la qualité sanitaire de la matière première agricole (des 

résidus de ces produits peuvent être retrouvés dans les fruits et les légumes). 

 Un ensemble de méthodes de protection des végétaux par l’utilisation de mécanismes 

naturels est en plein développement. Il s’agit du biocontrôle qui repose sur la gestion des 

équilibres des populations de phytopathogènes plutôt que sur leur éradication. Grâce à 

l’utilisation de microorganismes antagonistes, la lutte biologique permet de combattre les 

agents pathogènes mais son efficacité est plutôt prouvée contre les ravageurs et reste inférieure 

à celle des pesticides dans le cas des microorganismes (Kouassi, 2001). Les stimulateurs des 

défenses des plantes sont des produits utilisables dans le cas du biocontrôle. Ces stimulateurs 
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de défenses, appelés éliciteurs et potentialisateurs, activent respectivement de manière directe 

et indirecte les mécanismes de défense de la plante. Le BION® (benzothiadiazole), analogue de 

l’acide salicylique, est l’éliciteur chimique majoritairement commercialisé (Lawton et al, 

1996). Plusieurs études ont montré que l’acide -aminobutyrique (BABA), un acide aminé non 

protéique et non synthétisé par les plantes, induisait une protection chez différentes espèces 

végétales contre plusieurs types de stress, aussi bien biotiques (Cohen, 2002) qu’abiotiques 

(Vijayakumari et al, 2016). Mais à fortes doses, le BABA, comme d’autres éliciteurs de 

réactions de défense, peut inhiber la croissance de la plante (Wu et al, 2010). Il semble donc 

important de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l’induction de résistance afin 

d’optimiser l’utilisation des éliciteurs.  

 

 Les conséquences défavorables de l’agriculture intensive ont entraîné l’essor d’une 

agriculture durable qui vise à assurer une production agricole économiquement viable, 

socialement équitable et qui ne nuit ni à l’environnement ni à la santé. Parmi les applications 

mises en place pour une agriculture durable, la directive nitrates au niveau européen, créée dans 

les années 90, a pour objectif de réduire la pollution des eaux par les nitrates d’origine agricole. 

D’autre part, limiter les pesticides dans les cultures fait partie de l’enjeu de l’agriculture 

raisonnée qui autorise l’utilisation de produits phytosanitaires mais de façon raisonnable, 

uniquement s’ils s’avèrent vraiment indispensables, et privilégie les traitements biologiques. 

Cet objectif rentre dans le plan Ecophyto 2025 qui vise à réduire progressivement l’utilisation 

des produits phytosanitaires au niveau national tout en maintenant une agriculture 

économiquement performante. 
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  Objectifs du travail 

 

 Dans le contexte d’une agriculture à bas intrants, il était intéressant d’étudier si la 

limitation en azote avait un impact sur la résistance des plantes aux agents pathogènes. J’ai ainsi 

étudié les effets de la nutrition azotée sur les réponses de défense de M. truncatula à A. 

euteiches. Nous avons également pris en compte la variabilité génotypique de la plante. Les 

expériences ont été réalisées sur un pathosystème simplifié in vitro. 

 

 

  Cadre du travail 

 

 Ce travail a été réalisé dans l’unité mixte de recherche Agroécologie et plus 

spécifiquement au sein du pôle Interaction Plantes-Microorganismes (IPM) dont les recherches 

s’inscrivent dans une stratégie globale de réduction des intrants par l’étude du fonctionnement 

et de la gestion des interactions plantes microorganismes. L’équipe « Monoxyde d’azote et 

réponses de défense de la plante » du pôle IPM, dans laquelle j’ai réalisé mon travail de thèse, 

a pour objectif d’appréhender les voies de signalisation cellulaire mobilisées dans les cellules 

végétales, au cours d’une interaction avec un microorganisme ou une molécule (effecteur ou 

éliciteur), conduisant à l’expression des réponses de défense de la plante. Dans ce contexte, 

l’équipe a démontré que le monoxyde d’azote (NO) était l’un des acteurs des processus de 

signalisation cellulaire rapidement mobilisé dans les cellules végétales lors des réponses de 

défense (Besson-Bard et al, 2008) et dont l’action est associée à la régulation de gènes et la 

modification de l’activité de protéines cibles (Jeandroz et al, 2013; Trapet et al, 2015; Rosnoblet 

et al, 2016). 

 

 

  Plan du mémoire 

 

 Ce mémoire de thèse est divisé en cinq parties. La première partie dresse un inventaire 

des matériels et méthodes utilisés pour la réalisation des différentes expériences. Trois chapitres 

font suite aux procédés expérimentaux et la dernière partie correspond aux conclusions et 

perspectives de ces travaux. 
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 Le chapitre I concerne l’étude de l’impact du génotype de la plante sur la résistance à 

A. euteiches au cours d’une carence nutritionnelle. Ce chapitre commence par une introduction 

bibliographique et se poursuit par une partie résultats. Les premiers résultats présentés sont 

issus des expériences sur le génotype modèle (A17) de M. truncatula cultivé in vitro dans 

différentes conditions nutritives et montrent que la carence azotée a un effet sur la résistance de 

la plante à l’agent pathogène A. euteiches. Pour la suite des expériences, dix génotypes de M. 

truncatula ont été mis en culture sur deux milieux nutritifs différents (complet et carencé en 

azote). Ceci nous a permis de montrer que la résistance de M. truncatula à A. euteiches est 

modulée par la nutrition azotée et que cette modulation est dépendante du génotype de la plante. 

Ces résultats sont présentés sous la forme d’un manuscrit soumis pour publication « Genotypic 

variability of nitrogen modulation of Medicago truncatula resistance to Aphanomyces 

euteiches ». La partie résultats se termine par des expériences complémentaires. 

 

 Le second chapitre concerne l’étude du rôle du NO dans la modulation de la résistance 

par la carence azotée. Ce chapitre se décompose comme le précédent, avec en premier lieu une 

introduction bibliographique suivie de la partie résultats qui commence directement par l’article 

scientifique « Cross-regulation between N metabolism and nitric oxide (NO) signaling during 

plant immunity » publié en Avril 2016 dans Frontiers in Plant Science. Nous avons montré, 

grâce à l’utilisation de racines transformées, que l’homéostasie du NO est importante pour la 

résistance de M. truncatula à A. euteiches et que la disponibilité en nitrate dans le milieu avait 

une influence sur cette homéostasie. Une partie « résultats complémentaires » fait suite à cet 

article.  

 

 Le chapitre III correspond à ma contribution sur les travaux initiés par Hoai-Nam 

Truong, sur la caractérisation du mutant B9 de M. truncatula. Ce chapitre se divise en deux 

parties. La première concerne les travaux que j’ai réalisés dans le cadre de cet article et la 

seconde présente l’article scientifique « The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 mutant 

displays an altered response to phosphate and is more susceptible to Aphanomyces euteiches » 

publié dans Plant Cell and Environment. Ce travail, qui entrait dans la thématique des liens 

entre nutrition et défense, m’a permis de me familiariser avec le pathosystème nouvellement 

mis au point dans l’équipe et de contribuer à la publication d’un article (Truong et al, 2015).   

 

 La dernière partie de ce manuscrit correspond aux conclusions générales et aux 

perspectives de ces travaux.
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  Milieu complet NØ Milieu Gln PØ SØ 
  Concentrations finales (mM) 

Macro-
éléments 

MgSO4 (1 M) 3 3 3 3 - 

KNO3 (1 M) 0,8 - - 0,8 0,8 
KCl (1 M) 0,84 1,66 1,66 1,66 - 

KH2PO4 (1 M) 1,3 1,3 1,3 - 1,3 

Ca(NO3)2 (1 M) 1,25 - - 1,25 1,25 

CaCl2 (1 M) - 1,25 1,25 - - 

MgCl2 (1 M) - - - - 3 
Gln (0,2 M) - - 3 - - 

Vitamines 
100 X 

Glycine (4 mM)     0,04     
Thiamine HCl (30 µM)     0,0003     

Pyridoxine HCl (49 µM)     0,00049     
Acide nicotinique (400 µM)     0,004     

Myo-inositol (28 mM)     0,278     

Micro-
éléments 

100 X 

Na Fe EDTA (2,3 mM)     0,023     
KI (0,45 mM)     0,0045     

MnCl2 4H2O (3 mM)     0,03     

ZnSO4 7H2O (0,9 mM)     0,0092     

H3BO3 (2,4 mM)     0,024     

CuSO4 5H2O (0,052 mM)     0,00052     

Na2MoO4 2H2O (0,9 µM)     0,00001     
 

Tableau MM.1 : Composition des différents milieux nutritifs 

Cinq milieux nutritifs ont été utilisés pour les expériences: un milieu complet, trois milieux 

carencés en nitrate (NØ), en phosphate (PØ) ou en sulfate (SØ) et un milieu où la source d’azote 

était de la glutamine (Gln). 

Le pH des milieux est ajusté à 5,5. L’agar utilisé est du Phytagel (Sigma) à 5 g.L-1. 
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  1. Matériel biologique 

 

 1.1 Génotypes, germination des graines de M. truncatula et conditions de 

culture 

 

 Dix génotypes de M. truncatula, issus de la core collection CC8 (INRA Montpellier, 

http://www1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/) (Jemalong-A17, F83005.5, DZA045.6, 

SA022322, SA028064, SALSES71B, ESP105.L, DZA315.16 et DZA012.J), et R108 ont été 

utilisés pour ces travaux. 

 Concernant la germination, les graines de M. truncatula sont placées dans de l’acide 

sulfurique concentré pendant 6 minutes. Elles sont ensuite rincées γ fois à l’eau distillée puis 

stérilisées avec de l’eau de Javel suivi de 4 nouveaux lavages dans l’eau stérile. Les graines 

sont transférées sur milieu gélosé (0,7 % bacto-agar) et conservées une nuit à l’obscurité en 

chambre froide. Le lendemain, les graines sont transférées au phytotron (16h de jour - intensité 

lumineuse 380 µmol.m2.s-1 - à 23 °C et 8h de nuit à 21 °C). Les plantes sont utilisées pour les 

expériences après l’émergence de la radicule (1 jour après passage au phytotron). 

 Une fois germées, les graines sont transférées sur un nouveau milieu nutritif dépendant 

de l’expérience réalisée. La composition de ces différents milieux est détaillée dans le tableau 

MM.1. Le temps de culture est également dépendant de l’expérience réalisée et sera précisé 

pour chaque analyse. 

 

 

 1.β Conditions de culture de l’oomycète A. euteiches 

 

 La souche A. euteiches Drechs. ATCC β01684 a été utilisée pour l’inoculation des 

racines de M. truncatula. La souche RB84 a également été utilisée pour quelques expériences. 

Ces deux souches ont été isolées sur pois. La culture de cet oomycète est maintenue par des 

repiquages successifs (toutes les semaines) sur milieu CMA (Corn Meal Agar, Sigma, 1% 

CMA; 1% agar). Pour la production de zoospores, des explants pris directement sur ce milieu 

sont repiqués dans le milieu peptone glucose (0,5 % Glucose; 0,25 % extrait de levure; 1,5% 

agar). Après un jour de croissance, le mycélium obtenu est carencé par 3 lavages successifs 

(toutes les β h) avec de l’eau de Volvic stérile. Un 4ème lavage est réalisé avec γ0 mL d’eau de 

Volvic. Le mycélium est alors conservé toute la nuit à l’obscurité (βγ°C). Les zoospores sont 

http://www1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/
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Concentrations 
finales 

Macro-
éléments 

NH4NO3 (1 M) 1 mM 

CaCl2 (1 M) 0,9 mM 

MgSO4 (1 M) 0,5 mM 

KH2PO4 (1 M) 0,7 mM 

Na2HPO4 (1 M) 0,4 mM 
Citrate de fer (III) ammoniacal (20 mM) 20 µM 

Micro-
éléments 

CuSO4 (1 mg.ml-1) 

100 µg.L-1 

ZnCl2 (1 mg.ml-1) 

H3BO3 (1 mg.ml-1) 

Na2MoO4 (1 mg.ml-1) 

MnCl2 (1 mg.ml-1) 
 

Tableau MM.2 : Composition du milieu Fahraeus 

Le pH du milieu est ajusté à 7,5 et l’agar (Kalys) est à 1γ g.L-1. 
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récoltées le lendemain et leur concentration est déterminée à l’aide d’une cellule de Malassez, 

et ajustée à environ 105 zoospores.mL-1 (avec de l’eau de Volvic). 

 

 

 1.3 Inoculation de M. truncatula par A. euteiches 

 

 Pour les expériences où les zoospores d’A. euteiches sont utilisés pour l’infection 

(présence de l’agent pathogène pendant 3 à 21 jours), les graines germées (1 jour) de M. 

truncatula sont repiquées sur un milieu solide et infectées avec une moyenne de 105 

zoospores.mL-1 (500 zoospores/plantes). Dans le cas des expériences d’élicitation avec le 

BABA, les plantes sont repiquées au bout d’un jour sur milieu solide contenant β00 µM de 

BABA et sont infectées 1 jour après. Les plantes sont cultivées au phytotron pendant 3 jours à 

3 semaines dans les mêmes conditions que ci-dessus. Pour ces expériences, 5 plantes sont 

déposées par boîte et ceci est répété 4 fois pour une même condition, soit une moyenne de 20 

plantes pour une condition. 

 Pour les expériences où les zoospores d’A. euteiches sont utilisées pour infecter les 

racines transformées de M. truncatula, une suspension de 10 mL de zoospores d’A. euteiches, 

contenant 80 000 zoospores.mL-1 dans de l’eau de Volvic, est ajoutée aux racines transformées 

repiquées 1 jour au préalable sur milieu Fahraeus (Tableau MM.2). Après 4 h d’incubation à 

l’obscurité à βγ°C, la solution de zoospores est retirée et les racines sont incubées 1 semaine à 

l’obscurité à βγ°C. 

 

  

  2. Transformation des racines de M. truncatula par 

Agrobacterium rhizogenes 

 

 Le vecteur pENTR4 portant le fragment MtNIA1 ou MtNIA2 (Horchani et al, 2011) a 

été recombiné avec le vecteur pK7GWIWG2D (Karimi et al, 2002) en utilisant l’enzyme LR 

clonase II (Invitrogen, France) afin de créer des vecteurs ARN interférence. Le gène MtGSNOR 

(Medtr7g099040) a été amplifié en utilisant l’ADNc de M. truncatula comme matrice et grâce 

aux amorces spécifiques 5’-AAAAAGCAGGCTTCACCATGGCATCGTCGACTGAAGGT-

γ’ (GSNOR-forward) et 5’-AGAAAGCTGGGTGTCAATGCAATGCAAGCACAC-γ’ 

(GSNOR-reverse) contenant les sites de recombinaison attB correspondants. Le gène Hmp a  
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Figure MM.1: Vecteurs utilisés pour la transformation de M. truncatula 
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été amplifié à partir d’ADN génomique de Sinorhizobium meliloti avec les amorces spécifiques 

a76F et a76R (del Giudice et al, 2011; produit PCR fournit par A. Boscari). Les produits PCR 

ont été recombinés dans le vecteur d’entrée pDONR (Invitrogen) et vérifiés par séquençage. Le 

vecteur pDONR portant le gène d’intérêt, MtGSNOR ou Hmp, a été recombiné avec le plasmide 

pK7WG2d (Karimi et al, 2002) afin de créer un vecteur surexprimant le gène. Ces vecteurs ont 

ensuite été utilisés pour transformer les racines de M. truncatula (Figure MM.1). 

 La transformation des racines de M. truncatula par Agrobacterium rhizogenes a été 

réalisée selon le protocole Boisson-Dernier et al, 2001. La souche Arqua I d’A. rhizogenes 

(Quandt et al, 1993) contenant les vecteurs binaires (pK7GWIGW2D-MtNR1-2/GFP 

(RNAi::MtNIA1/2) et pK7WG2d-MtGSNOR/GFP (35S::GSNOR)) a été utilisée pour réaliser 

la transformation des racines de M. truncatula. Les plantes contrôles ont été transformées par 

A. rhizogenes contenant le vecteur vide pK7GWIGW2D ou pK7WG2d.  

Les plantes sont mises à germer pendant 4 jours. Les racines sont coupées pour garder une 

longueur d’environ 1 cm et la zone sectionnée est inoculée par les bactéries. Les plantes sont 

alors transférées sur milieu Fahraeus (Tableau MM.2) + 1 mM d’ammonitrate (NH4NO3) 

(Boisson-Dernier et al, 2001 et communication personnelle N. Pauly) contenant 20 µg.mL-1 de 

kanamycine. Les plantes sont alors conservées pendant une semaine en chambre climatique à 

β0°C afin d’optimiser l’infection, puis la température est augmentée (β5°C), afin de favoriser 

l’élongation racinaire. Une semaine après, les racines transformées sont sélectionnées à la 

loupe, grâce à la fluorescence de la GFP. Seules les racines émettant de la fluorescence sont 

conservées et repiquées sur milieu Shb10 (Tableau MM.3) contenant 20 µg.mL-1 de 

kanamycine et 200 µg.mL-1 d’augmentin afin de stopper la croissance des bactéries. Les 

cultures de racines sont conservées à l’abri de la lumière. 
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Concentrations 
finales 

Macro-
éléments 

20 X 

KH2PO4 (0,05 M) 2,5 mM 

NH4NO3 (0,05 M) 2,5 mM 

KNO3 (0,45 M) 22,5 mM 

MgSO4 (0,03 M) 1,5 mM 

CaCl2 (0,03 M) 1,5 mM 

Micro-
éléments 

100 X 

MnSO4 (6,62 mM) 66,2 µM 

CuSO4 (0,08 mM) 0,8 µM 

ZnSO4 (0,34 mM) 3,4 µM 
KI (0,6 mM) 6 µM 

H3BO3 (8,09 mM) 80,9 µM 

Na2MoO4 (0,04 mM) 0,4 µM 

CoCl2 (0,08 mM) 0,8 µM 

Vitamines 
100 X 

Thiamine HCl (1,48 mM) 14,8 µM 
Pyridoxine HCl (0,24 mM) 2,4 µM 
Acide nicotinique (4,06 mM) 40,6 µM 
Myo-inositol (28 mM) 6 µM 

FeEDTA 
100 X 

FeSO4 (10 mM) 55 µM 

Na2EDTA (8 mM) 44 µM 

 
Tableau MM.3 : Composition du milieu Shb10 

Le pH du milieu est ajusté à 6 et l’agar (Kalys) est à 14 g.L-1. 
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  3. Annotation des symptômes et architecture racinaire 
 

 Une annotation des symptômes est réalisée entre 10 jours et 3 semaines après infection 

par A. euteiches. Les symptômes mesurés sont les pourcentages de cotylédons jaunes, de 

brunissement de la tige et de plantes mortes (Bonhomme et al, 2014), généralement à 3 

semaines et le pourcentage de brunissement de la racine principale à 10 jours après inoculation. 

De plus, le stade de développement de la plante est également noté au bout de 3 semaines 

(nombre de cotylédons, de feuilles monofoliées et trifoliées). 

 Une analyse de l’architecture racinaire est réalisée à 10 jours grâce au logiciel Image J 

(http://imagej.nih.gov/ij/). Les paramètres suivants sont mesurés: taille de la racine primaire, 

nombre/densité et taille des racines secondaires. 

 A partir de 21 jours, les plantes sont récoltées et une mesure la biomasse racinaire et 

aérienne est réalisée. 

 
 

  4. Détection d’A. euteiches par test ELISA 

 

 Les racines infectées sont prélevées au bout de 18-21 jours et broyées dans du tampon 

Mc Ilvaine (500 µL pour 100 mg de matière fraîche; ββ,75 mM d’acide citrique; 154,5 mM de 

Na2HPO4; pH 6,8). Après 15 min de centrifugation à 20 000 g à 4°C, l’extrait protéique est 

dilué au 5ème dans du tampon carbonate de sodium (50 mM; pH 9,2).  Le développement d’A. 

euteiches dans les racines est estimé par test ELISA grâce à un sérum polyclonal de lapin dirigé 

contre A. euteiches et à un anticorps secondaire de souris, anti-lapin, conjugué à la phosphatase 

alcaline comme décrit par (Slezack et al, 1999). Ce test est réalisé sur les extraits protéiques 

obtenus à partir d’un pool de racines (β à γ racines pour une condition et ceci répété au moins 

4 à 8 fois). L’activité de la phosphatase alcaline est mesurée par une augmentation de 

l’absorbance à 405 nm pendant β-3 h (Phosphatase substrate, P4744-1G Sigma) et rapportée à 

la quantité de matière fraîche. 
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  5. Quantification des différents composés 

 

 5.1 Mesure des concentrations en nitrate et azote total 

 

 Le protocole de mesure des concentrations en nitrate est basé sur la réduction du nitrate 

en nitrite par le vanadium (Miranda et al, 2001). La détection colorimétrique des nitrites se fait 

à 540 nm en présence de sulfanilamide et de N-1-naphtylethylenediamine (NNED). Environ 

100 mg de racines, cultivées in vitro, sur milieux complet ou NØ, entre 3 et 21 jours, sont 

collectées et broyées dans l’azote liquide. Du tampon acétate (45 mM; pH 5) est ajouté aux 

échantillons à raison de 500 µL pour 20 mg de matière fraîche puis les échantillons sont 

vortexés. Après 15 min dans la glace, accompagnée de vortex occasionnels, les échantillons 

sont centrifugés 15 min à 13 000 g à 4°C. Le surnageant récupéré est utilisé pour la 

détermination des concentrations en nitrate. Il est dilué au 5ème et le volume est ajusté à 100 µL 

avec de l’eau. La réaction est déclenchée par ajout de 100 µL de réactif (β00 mL HCL 0,5 M; 

0,5 g de chlorure de Vanadium;  0,2 g sulfanilamide et 0,01 g de NNED). Les échantillons sont 

alors placés à 60 °C pendant 2 h et l’absorbance est lue à 540 nm et comparée à celle d’une 

gamme étalon de nitrate. 

  

 Le contenu en azote total a été déterminé par la méthode Dumas (Allen et al, 1974), 

basée sur la combustion totale des échantillons grâce à un courant d’hélium enrichi par une 

quantité déterminée d’oxygène pur. Les gaz produits sont alors réduits par du cuivre puis 

desséchés; le CO2 est piégé. L’azote est ensuite quantifié à partir de l’analyseur ThermoQuest 

C/N NC 2500 (Thermo Scientific, Courtaboeuf, France), en utilisant approximativement 5 mg 

de matière sèche des parties aériennes. 

 

 

 5.2 Mesure des concentrations en phosphate 

 

 Le réactif BIOMOL GREENTM (Enzo Life Sciences, BML-AK111-0250) est utilisé 

pour mesurer les concentrations en phosphate. En présence de phosphate inorganique, il permet 

la formation d’un complexe absorbant à 6β0 nm. Environ 100 mg de racines, cultivées in vitro, 

sur milieux complet ou limitant en phosphate, entre 3 et 21 jours, sont collectées et broyées 

dans l’azote liquide. Du tampon acétate (45 mM; pH 5) est ajouté aux échantillons à raison de 
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300 µL pour 20 mg de matière fraîche racinaire (ou 500 µL pour 20 mg de matière fraîche 

folaire) puis les échantillons sont vortexés. Après une incubation de 15 min dans la glace, 

accompagnée de vortex occasionnels, les échantillons sont centrifugés 15 min à 13 000 g à 4°C. 

Le surnageant récupéré est utilisé pour la détermination des concentrations en phosphates 

solubles. Entre 5 et β0 µL d’extrait (éventuellement dilué au 5ème dans du tampon acétate) 

complétés à 50 µL final avec du tampon acétate sont utilisés pour le dosage. Le réactif BIOMOL 

GREENTM (100 µL) est alors ajouté à cette dilution. Les échantillons sont alors laissés pendant 

γ0 min à température ambiante. L’absorbance est lue à 650 nm et comparée à celle d’une 

gamme étalon de phosphate. 

 

 

 5.3 Mesure des concentrations en composés phénoliques solubles 

 

 La quantification des composés phénoliques solubles a été réalisée selon le protocole de 

Djébali et al, (2011). Les racines de M. truncatula sont broyées dans l’azote liquide. Les 

échantillons (100 mg) sont repris dans 500 µL de méthanol aqueux (80 %) pendant 5 min à 

température ambiante dans un tube Eppendorf fermé. Après centrifugation 2 min à 10 000 g, le 

surnageant est transvasé dans un tube propre et le culot est de nouveau repris dans 500 µL de 

méthanol aqueux (80 %). Après 5 min d’incubation et 5 min de centrifugation à 10 000 g, le 

surnageant est récupéré et ajouté dans le même tube que le 1er surnageant. Le surnageant (1 mL) 

est séché au SpeedVac et le résidu sec est repris dans 500 µL de méthanol 50 %. Les échantillons 

sont directement utilisés pour déterminer les composés phénoliques solubles ou stockés à – 

20°C. 

 Le réactif de Folin-Ciocalteu permet de doser les composés phénoliques. Cette méthode 

est basée sur la réduction du phospho-molybdène et du phospho-tungstate présents dans le 

réactif de Folin-Ciocalteu. Pour le dosage, on ajoute 500 µL de réactif de Folin dilué 10 fois à 

100 µL d’échantillon. Après γ min, on ajoute 400 µL de carbonate de sodium (75 g.L-1) et on 

laisse incuber 1 h à température ambiante. La lecture est faite à 760 nm et la teneur en composés 

phénoliques est déterminée selon une courbe étalon réalisée avec différentes quantités en acide 

férulique (de 1 à 30 µg). 
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 5.4 Mesure des concentrations en acides aminés 

 

 La quantification des concentrations en acides aminés a été réalisée au sein de la 

plateforme Plateau de profilage métabolique et métabolomique (P2M2) au Centre de Recherche 

Angers-Nantes BIA. Les plantes ont été cultivées pendant 10 jours sur milieux complet ou NØ 

et infectées ou non par A. euteiches. L’extraction est basée sur le mélange méthanol-

chloroforme-eau selon la procédure suivante: 10 mg de matière sèche ont été resuspendus dans 

400 µL de méthanol contenant 100 µM de la solution acide DL-3-aminobutyrique. Les 

suspensions sont agitées pendant 15 min à température ambiante et 200 µL de chloroforme sont 

alors ajoutés suivie de 5 min d’agitation. Enfin, 400 µL d’eau sont ajoutés aux échantillons qui 

sont vortexés. La phase de séparation est induite par centrifugation de 5 min à 13 000 g. La 

phase supérieure, contenant entre autres les acides aminés, est transférée dans un tube propre et 

utilisée pour l’analyse. Les échantillons (50 µL) sont séchés sous vide. Les résidus secs sont 

alors resuspendus dans 50 µL d’eau ultrapure et 10 µL sont utilisés pour la dérivatisation grâce 

au kit AccQ-Tag Ultra derivatization (Waters, Milford, MA, USA). Les acides aminés 

dérivatisés sont analysés par UPLC-DAD (Ultra Performance Liquid Chromatography – Diode 

Array Detector) (Waters) selon (Jubault et al, 2008). 

 

 

  6. Mesure des activités enzymatiques 

 

 6.1 Nitrate réductase 

 

 La nitrate réductase (NR) réduit le nitrate en nitrite qui développe une coloration rose 

par réaction avec le N-naphtylethylendiamine dihydrochloride (NNED) en milieu acide. La 

mesure de l’activité NR a été réalisée sur les racines transformées. Celles-ci sont broyées dans 

l’azote liquide. L’extraction a été réalisée dans le tampon MOPS (1 mL pour 100 mg de matière 

fraîche ; 50 mM MOPS-KOH, pH 7,6 ; 5 mM NaF ; 1 µM Na2MoO4 ; 10 µM FAD ; 1 µM 

leupeptine ; 0,2 g/g matière fraîche polyvinylpolypyrrolidone ; 2 mM -mercaptoéthanol ; 5 

mM EDTA). Après 5 min de centrifugation à 20 000 g à 4°C, le surnageant est utilisé pour 

mesurer l’activité NR. La solution suivante est ajoutée aux échantillons (90 µL pour 10 µL 

d’échantillon): 50 mM MOPS-KOH, pH 7,6 ; contenant 1 mM NaF, 10 mM KNO3, 0,17 mM 

NADH et 5 mM EDTA. Après 15 min d’incubation à γ0 °C, la réaction est stoppée par ajout 
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de 100 µL de sulfanilamide (1 % w/v dans 3 N HCl) puis de 100 µL de NNED (0,02%, w/v) et 

l’absorbance est lue à 540 nm. L’activité NR est estimée selon une courbe étalon faite avec 

différentes concentrations de nitrite. 

 

 

 6.2 GSNO réductase 

 

 Le dosage de l’activité GSNO réductase (GSNOR) présente dans les racines de plantules 

ou dans les cultures de racines est basé sur la capacité de cette enzyme à réduire le GSNO en 

glutathion oxydé (GSSG) par oxydation du NADH. Après broyage dans l'azote liquide, les 

protéines sont extraites dans 50 mM de tampon Tris-HCl, pH 8 ; 0,5 mM EDTA et 1 mg.mL-1 

de cocktail inhibiteur de protéase (sc-29131, Santa Cruz Biotechnology) (1 mL de tampon pour 

100 mg de matière fraîche). L’activité GSNOR est déterminée grâce à l’oxydation du NADH 

en présence de GSNO, par la mesure de la diminution de l’absorbance à γ40 nm à β5 °C en 

utilisant 25 µg de protéines dans un volume total de β00 µL de tampon d’extraction contenant 

γ50 µM de NADH avec ou non γ50 µM de GSNO. L’activité GSNOR est déterminée en 

soustrayant les valeurs de l’oxydation du NADH en absence de GSNO aux valeurs en présence 

de GSNO. L’activité GSNOR est alors estimée selon la courbe étalon obtenue en mesurant 

l’absorbance de différentes concentrations de NADH. 

 

 

  7. Quantification des formes actives de l’oxygène et de 

l’azote 

 

 7.1 Peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

 

 La concentration en H2O2 a été mesurée en utilisant la sonde fluorescente Amplex Red® 

couplée à la peroxidase (Ashtamker et al, 2007). Pour cela, le génotype A17 a été cultivé in 

vitro pendant 7 jours sur milieu complet ou NØ en présence ou non d’A. euteiches avec les 

racines à l’abri de la lumière. Les racines ont été broyées dans la glace, à l’obscurité, dans 1 mL 

de tampon KRPG (145 mM NaCl ; 5,7 mM K2HPO4 ; 4,86 mM KCl ; 0,54 mM CaCl2 ; 1,22 

mM MgSO4 ; 5,5 mM glucose ; pH 7,35) avec 10 µM d’Amplex Red® et 0,2 U.mL-1 de 
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peroxidase (Horse Radish Peroxidase HRP) pour 100 mg de matière fraîche. La catalase, qui 

catalyse la dismutation de l’H2O2 en H2O et O2
-, a été utilisée comme contrôle. Pour cela, les 

échantillons ont été broyés avec le même tampon mais sans Amplex Red® et avec 1 U.µL-1 de 

catalase à la place. L’Amplex Red® est alors ajoutée 10 min après. Une fois broyés, les 

échantillons sont centrifugés 15 min à 10 000 g à 4 °C et 100 µL de surnageant est utilisé pour 

quantifier au spectrofluorimètre (Mithras, Berthold Technology) la résorufine (λex = 560 nm ; 

λem = 584 nm) issue de la réaction de l’Amplex Red® avec le H2O2. Les unités relatives de 

fluorescence ont été converties en µmol d’H2O2 par mg de matière fraîche sur la base d’une 

courbe étalon réalisée avec différentes concentrations d’H2O2. 

 

 

 7.β Monoxyde d’azote (NO) et peroxynitrite (ONOO-) 

 

 Les concentrations de NO et d’ONOO- ont été déterminées sur les racines du génotype 

A17 cultivé in vitro pendant 7 jours sur milieu complet ou NØ en présence ou non d’A. euteiches 

et les racines à l’abri de la lumière ou sur les racines transformées. Pour cela, 100 mg de racines 

ont été broyées dans la glace à l’obscurité dans le tampon Tris-HCl (10 mM, pH 7,5), KCl (10 

mM) avec 5 µM d’aminophenyl fluorescéine (APF) pour doser ONOO- ou 10 µM de 4,5-

diaminoflurescéine (DAF) pour doser le NO. L’épicatéchine, « piégeur » d’ONOO-, et le 

cPTIO, « piégeur » de NO, ont été utilisés comme contrôle. Après 10 min d’incubation à 4 °C 

avec 1 mM d’épicatéchine ou 500 µM de cPTIO, l’APF ou le DAF a été ajouté aux échantillons 

à une concentration finale de 5 µM et 10 µM, respectivement.  

 Après 15 min de centrifugation à 10 000 g à 4 °C, 100 µL de surnageant est utilisé pour 

quantifier l’ONOO- ou le NO (λex = 485 nm ; λem = 535 nm) au spectrofluorimètre (Mithras, 

Berthold Technology). 

 
 

 7.3 S-nitrosothiols (SNO) 

 

 La quantification des SNO a été réalisée, sur les racines du génotype A17 cultivé in vitro 

pendant 7 jours sur milieu complet ou NØ en présence ou non d’A. euteiches avec les racines à 

l’abri de la lumière ou sur les racines transformées, en utilisant la méthode de Saville-Griess 

(Gow et al, 2007). Il s’agit d’une méthode indirecte basée sur la détection des nitrites. La 

réaction de Saville permet de lyser les liaisons S-NO par ajout de chlorure de mercure en milieu 
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acide libérant les nitrites. Ces derniers réagiront avec le sulfanilamide produisant un ion 

diazonium qui formera un composé coloré après réaction avec du NNED, il s’agit de la réaction 

de Griess. Les racines sont broyées dans la glace à l’obscurité dans le tampon d’extraction (0,1 

M Tris-HCl, pH 7.5 ; 1 mM PMSF) à raison d’1 mL pour 100 mg de matière fraîche. Après 15 

min de centrifugation à 10 000 g à 4 °C, 100 µL de surnageant est incubé avec 100 µL de 

solution A (0,5 M HCl ; 1 % sulfanilamide) ou 100 µL de solution B (0,5 M HCl ; 1 % 

sulfanilamide et 0,2 % HgCl2). Après 15 min d’incubation à température ambiante, 100 µL de 

réactif de Griess (0,5 M HCl ; 0,02 % N-(1-naphtyl)-etylenediamine dihydrochloride) sont 

ajoutés aux échantillons. Après 15 min d’incubation à température ambiante, l’absorbance est 

mesurée à 540 nm. La différence d’absorbance entre la solution B et la solution A est calculée. 

La concentration en SNOs est alors estimée à partir de cette différence d’absorbance selon la 

courbe étalon obtenue en utilisant différentes concentrations de GSNO. 

 
 

  8. Immunodétection des protéines  

 

 L’immunodétection des protéines est réalisée à partir de racines de plantes cultivées 

pendant 7 jours sur milieu complet ou NØ en présence ou non d’A. euteiches. Les racines sont 

broyées dans l’azote liquide et β00 µL de tampon d’extraction de protéines sont ajoutés pour 

100 mg de broyat (50 mM HEPES pH 7.4; 100 mM NaCl; 1 mM DTT; 4 mM EGTA; 2 mM 

MgCl2; 1 mM cocktail inhibiteur de protéase (Sigma); 100 µM Na3VO4; 50 mM 2-

glycerophosphate). Les extraits sont incubés 15 min dans la glace et après 20 min de 

centrifugation à 20 800 g à 4 °C, le surnageant est récupéré et les protéines sont dosées selon la 

méthode de Bradford à l’aide d’une gamme étalon établie à partir de la sérum albumine bovine 

(BSA). Par la suite, 15 µg de protéines sont dénaturées à 95 °C pendant 5 min en présence de 

Laemmli 1 X. Celles-ci sont déposées sur un gel SDS-PAGE 10 % polyacrylamide en 

conditions dénaturantes (150 V, 1 h). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane 

de nitrocellulose par transfert semi-sec (15 V, 30 min) ou liquide (80 V, 1 h) (tampon de 

transfert : 192 mM glycine; 25 mM Tris pH8,3; 20 % MeOH). Une coloration au rouge Ponceau 

(0,5 % rouge Ponceau; 1 % acide acétique) est effectuée pour évaluer la quantité de protéines. 

La membrane est saturée à l’aide d’une solution de TBS-Tween (Tris-HCl pH 7,4; 150 mM 

NaCl; 5 mM EGTA; 0,1 % Tween 20) et 2 % lait en poudre, une nuit à 4 °C sous faible agitation. 

 Les protéines tyrosine-nitrées sont révélées par un anticorps primaire de souris anti-

nitrotyrosine (10006966; Cayman Chemical Company) (1 h; dilué au 10 000ème). La membrane 
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est ensuite lavée et incubée avec l’anticorps secondaire anti-souris couplé à l’HRP (7076S; 

BioRad) dirigé contre l’anticorps primaire (1 h; dilué au 20 000ème). 

 La glutamine synthétase est révélée par un anticorps primaire de lapin (AS08295; 

Agrisera) ciblé contre les deux isoformes de la GS (1 h; dilué au 10 000ème). La membrane est 

lavée puis incubée avec un anticorps anti-lapin couplé à l’HRP (7074S; BioRad) dirigé contre 

l’anticorps primaire (1 h; dilué au 20 000ème). 

 Le western blot est révélé à l’aide du kit de chimiluminescence LumiGLO (Cell 

signaling). 

 

 

  9. Analyses de l’expression de gènes 

 

 9.1 Extraction d’ARN et synthèse d’ADNc 

 

 Les ARN sont extraits en utilisant le TRIzol® (Life Technologies) comme réactif, selon 

les recommandations du fabricant. Cette extraction est réalisée sur les plantes cultivées in vitro 

pendant 1 à 3 semaines sur les différents milieux nutritifs ou sur les racines transformées. Le 

TRIzol est ajouté aux échantillons congelés et broyés à raison de 500 µL pour 100 mg de 

matériel biologique. Du 1-bromo-3-chloropropane est ensuite ajouté aux échantillons (50 µL 

pour 500 µL de TRIzol). La phase aqueuse est récupérée après 15 min de centrifugation à 11 200 

g à 4 °C et les ARN sont précipités avec β50 µL d’isopropanol. Après une seconde 

centrifugation de 10 min à 11 200 g à 4°C, le surnageant est éliminé et le culot d’ARN lavé 

avec 500 µL d’éthanol 75 %. Les échantillons sont de nouveau centrifugés (5 min, 11 200 g, 4 

°C), le surnageant est éliminé et le culot séché. Les ARN sont élués dans de l’eau exempte de 

nucléases. Après 10 min d’incubation à 65 °C, les échantillons sont placés 1 h à - 20°C. Une 

dernière centrifugation est réalisée (10 min, 11 200 g, 4 °C) et le surnageant, contenant les 

ARN, est transvasé dans un tube propre. L’intégrité des ARN est vérifiée par électrophorèse 

sur gel d’agarose 1 %. Les ARN sont ensuite dosés par spectrophotométrie UV à l’aide d’un 

Nanodrop (Thermo Fischer). 

 

 Les ADNc sont synthétisés à partir de 1 µg d’ARN totaux à l’aide de la reverse 

transcriptase M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) (Promega). Après dénaturation des 

ARN par chauffage à 70°C pendant 5 min en présence de 250 ng.µL-1 d’oligod(T)15 et de 
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RNasine® Plus (40 U.µL-1), la solution suivante est ajoutée : tampon de réaction 5X M-MLV ; 

0,5 mM dNTP ; 25 U.µL-1 RNasin® (Promega) ; 200 U.µL-1 M-MLV Reverse Transcriptase 

dans un volume final de β0 µL. On effectue ensuite une série d’incubations : 10 min à 25 °C ; 

60 min à 42 °C et 15 min à 70 °C. 

 

 

 9.β Analyse de l’accumulation des transcrits par PCR quantitative en temps 

réel 

 

 Les PCR quantitatives (qPCR) sont réalisées à l’aide du kit GoTaq qPCR Master Mix 

et de l’appareil ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Selon les expériences,  

les qPCR sont réalisées soit en plaque 96 soit en plaque 384 puits. Les réactions sont réalisées 

dans un volume final de 15 µL pour les plaques 96 et de 5 µL pour les plaques 384.  

 

 Plaque 96 puits Plaque 384 puits 
SYBR Green de type BRYT Green® 

(GoTaq qPCR Master Mix, Promega) 7,5 µL 2,5 µL 

Amorces (Forward et Reverse) 10 µM 0,15 µL 0,25 µL 

H2O 2,35 µL 0,25 µL 

ADNc (dilués 60 fois) 5 µL 2 µL 
  

 L’amplification PCR est réalisée selon le programme suivant : une première étape de 

dénaturation (95 °C ; β min), 40 cycles composés d’une étape de dénaturation (95 °C ; 15 s) et 

d’une étape d’hybridation/élongation (60 °C ; 60 s). Les gènes MtEF1 et MtUBQ sont utilisés 

comme gènes de référence pour normaliser les valeurs obtenues pour les gènes candidats, mais 

seuls les profils d’expression relatifs à EF1 sont montrés. Les amorces spécifiques des gènes 

(efficacité 80-100 %) utilisées dans ces travaux sont récapitulées dans le tableau MM.4. Les 

niveaux d’expression sont calculés en réalisant le ∆Ct entre le gène candidat et le gène de 

référence (∆Ctgène candidat – gène de référence). Pour le chapitre I, la moyenne des Ct du gène MtEF1 

dans toutes les expériences est égale à 15 cycles. Comme le nombre total de cycles d’une 

analyse qPCR est de 40, un gène est considéré comme exprimé si ∆Ctgène candidat – gène de référence 

est supérieur ou égal à β5. Ainsi, l’expression des gènes est quantifiée à partir de la formule 

suivante : 25-∆Ctgène candidat – gène de référence, qui est d’autant plus élevée que le gène est exprimé. 

Pour le chapitre II, les expressions relatives ont été exprimées par 2-∆Ctgène candidat – gène de référence. 
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  Sequence (5'-3') 

Gene (Mt4.0) Gene description Forward Reverse 
Medtr6g021805.1 MtEF1, Eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 AAGCTAGGAGGTATTGACAAG ACTGTGCAGTAGTACTTGGTG 

 AeTUB, Tubulin (Rey et al, 2013) TGTCGACCCACTCCTTGTTG TCGTGAGGGACGAGATGACT 

 AeCRN13, Crinkler family (Ramirez et al, 2015) TTATTGCTGTGCCAAATCAG GATATTGTATCTTGCGGTGAC 

Medtr3g073180  MtNIA1, Nitrate reductase 1 TGTTCCACAGGCTTCTCCAGATACA CATACAGCGTCGTACTCAGCGACA 

Medtr5g059820 MtNIA2, Nitrate reductase 2 GCAAACCGGACGGAGGATGA CCGTGATGAATCCCACACTATATTCC 

Medtr4g057890 MtNRT2.1, Nitrate transporter 2 family AAATACAACTCCTACCCACTAG CAATATTAACTTATTAAAGCATGGG 

Medtr8g069775.1 MtNRT2.3, Nitrate transporter 2 family CAGCAGCACCACTTGTTCCTATAAT GCAACACCGGCATTTCCT 
Medtr1g106420.1 MtLBD38, Lateral organ boundaries domain-containing protein 38 GTTGACGGCACTCCCTGAT CAACGTGGAAGACTCCGATT 

Medtr6g071070.1 MtGS1a, Glutamine synthetase 1a GTGTTCTTCTTCTTCCTTCAC GGTGTAAACATCACAAATCAC 
Medtr3g065250.1 MtGS1b, Glutamine synthetase 1b ATAAGCCACCACGCTACTTC AACCATAACAAGGACTCAGATC 
Medtr2g021255.1 MtGS2a, Glutamine synthetase 2a TCACTTGAACCCATTTCCTAAG CCAGAGTGACTGCCATTAC 

Medtr3g021430.1 MtCOMT1, Chalcone-O-Methyltransferase TGTTGGTTGATGTGGGTGGT ACCTGGATAATCTGGAGCGT 

Medtr3g018930.1 MtCCNBS, atCc-nbs-lrr resistance protein AGGTGGCTGCTGGCACTCCT AGGCTGATCAGGGAGGAAGGCA 

Medtr4g120970 MtPR10, Pathogenesis-related protein 10 AGCGAAATTGGTTGAAGGCT ATCTCCTTTGGTTTGGTATTTAACT 

Medtr7g101425.1 MtPAL1, Phenylalanine ammonia-lyase AACGGTGCTCCTCTTCCAAT GGACACACATTAGCAATACCATAAA 

Medtr5g098720.1 MtPAL2, Phenylalanine ammonia-lyase CCCATCCCAATATGATCTGC GCCATCTTTTCCACACATGA 
Medtr3g083920.1 MtCHS1, Chalcone synthase GGTCACCTTCGAGAAGCAGG AGACAAGGCCAGGAACATCC 
 MtCHS2, Chalcone synthase (Badis et al, 2015) TGTGCAGTCCAAACCATCTCA TGGCTCTGACCCAATACCAG 

Medtr5g024020.1 MtLOX, Lipoxygenase GCCCTATACTTTGCTTCATCG TCATCCCACAAGCATCATACA 
Medtr7g099040.1  MtGSNOR, S-nitrosoglutathion reductase GTGACTGGGCGTGTATGGAA TGCAAGCACACAACGAAGAC 

  SmHmp, haemoglobin  AGGCTTCACCATGCTCACTC TGAGCCTGAAACATCCGCTT 

 

Tableau MM.4 : Liste des primers utilisés en qPCR 

L’efficacité de chaque primer a été testée. Les primers utilisés ont une efficacité supérieure à 80 % en qPCR. 

http://blast.jcvi.org/er-blast/getSeq.cgi?id=Medtr7g099040.1&db=/opt/www/blast/db/euk/pub/m_truncatula/annotation_dbs/Mt4.0v1_GenesCDSSeq_20130731_1800.fasta
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  10. Analyses statistiques 

  

 Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant les logiciels XLSTAT et R. Tous 

les paramètres mesurés ont été analysés en utilisant le test ANOVA sur le logiciel XLSTAT 

suivi d’un test de Fisher. Seulement les différences significatives avec p < 0,05 majoritairement 

(ou p < 0,1) ont été considérées. 

 Les analyses en composante principales (ACP) et un test de Monte Carlo ont été réalisés 
sur R en utilisant le logiciel ade4TkGUI, afin d’intégrer les différents paramètres 
développementaux et de sensibilité à A. euteiches mesurés.
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Figure I.1: Evénements aboutissant à la réponse immunitaire de la plante lors de l'interaction avec 

des agents pathogènes 

Lors d’une attaque par un agent pathogène, les PAMP (pathogen-associated molecular patterns) et/ou les 

DAMP (damage-associated molecular patterns) activent les récepteurs PRR (pattern recognition receptors) 

de la plante qui initient une voie de signalisation conduisant à un premier niveau de réponse immunitaire 

appelée PTI (PAMP-triggered immunity). Certains agents pathogènes ont acquis la capacité de produire des 

effecteurs, capables d’inhiber la PTI, conduisant à l’ETS (effector-triggered susceptibility). A leur tour, les 

plantes ont acquis la capacité de produire des récepteurs, les protéines R, capables de reconnaître ces 

effecteurs et d’activer une cascade de signalisation dans la plante, qui se met en place par l’intermédiaire de 

messagers secondaires et qui va aboutir à l’expression des défenses entraînant un deuxième niveau de 

réponse immunitaire de la plante, cette réponse immunitaire secondaire est appelée ETI (effector-triggered 

immunity). La plupart des réponses de défense activées lors de la PTI et de l’ETI sont communes aux deux 

formes d’immunité. Cependant, les défenses activées pendant l’ETI sont généralement considérées comme 

plus rapides et amplifiées par rapport à celles activées pendant la PTI (Jones et Dangl, 2006). 

Effecteur 

Récepteur 
PRR 

PAMP/DAMP 
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1. Introduction : données bibliographiques 

 
 1.1 Interaction plantes-microorganismes pathogènes 
 

 Dans leur environnement, les plantes sont en contact permanent avec des 

microorganismes pathogènes. La coévolution entre les microorganismes et les plantes a permis 

à ces dernières de développer des stratégies de défense. De manière schématique, trois étapes 

caractérisent l’interaction entre une plante et un agent pathogène: la reconnaissance du 

microorganisme par la plante, la cascade de signalisation permettant la transduction du stimulus 

et l’expression des défenses (Figure I.1). 

 

  a. Reconnaissance de l’agent pathogène  

 La reconnaissance de l’agent pathogène par la plante met en jeu des récepteurs. La 

nature des ligands et des récepteurs conditionne deux niveaux de résistance induite: une 

résistance peu intense à large spectre et une résistance plus forte et plus spécifique.  

 

 Le premier niveau de défense est déclenché par la reconnaissance de motifs 

moléculaires appelés PAMP (pathogen-associated molecular patterns) ou DAMP (damage-

associated molecular patterns). Les PAMP sont des molécules d’origine microbienne. Parmi les 

PAMP les plus étudiés, on retrouve la flagelline, une protéine majoritaire du filament du flagelle 

des bactéries (Ali & Reddy, 2008), ou encore la chitine, un polymère de N-acétylglucosamine 

faisant partie de la paroi cellulaire des champignons (Wan et al, 2008). Les DAMP sont des 

molécules provenant de la plante elle-même, libérées suite aux dommages provoqués par les 

microorganismes lors de l’infection. Parmi les DAMP les mieux caractérisés, on peut citer les 

oligogalacturonides (OG), qui sont des oligomères de résidus d’acide galacturonique, libérés 

de la paroi cellulaire suite à la dégradation partielle par les microorganismes d’un composant 

majeur de la pectine, l’homogalacturonane (Nothnagel et al, 1983). Les PAMP et les DAMP 

sont alors reconnus par des récepteurs situés sur la membrane plasmique des cellules appelés 

Pattern Recognition Receptors (PRR). Cette reconnaissance engendre l’activation de voies de 

signalisation aboutissant à la première forme d’immunité, la PTI (PAMP-triggered immunity) 

(Figure I.1) (Jones & Dangl, 2006). La PTI est activée par un large spectre de molécules 

fortement conservées à travers différents groupes de microorganismes. 
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Gène d’avirulence Gène de résistance 

R1 

avr1 

AVR1 

Incompatible 

Compatible 

R1 

Reconnaissance 

Gène d’avirulence Gène de résistance 

Pas de 
reconnaissance 

Figure I.2: Interactions entre agent pathogène et plante-hôte dans le cadre de la résistance 

gène pour gène 

Différents génotypes de l’agent pathogène: AVR1 ou avr1 
Génotype de la plante hôte : R1 
Deux natures possibles de l’interaction: incompatible (conduit à la résistance) et compatible (conduit à la 
maladie) 
La résistance est déterminée par l’interaction entre le produit d’un gène de la plante (gène R), et 

le produit d’un gène de l’agent pathogène (gène d’avirulence Avr). La formation du complexe 

des produits R-Avr induit un signal qui conduit à une cascade d’évènements aboutissant à la 

résistance. L’interaction entre l’agent pathogène et la plante-hôte est alors incompatible. 

Lorsque la formation du complexe des produits R-Avr est impossible, cela conduit à la maladie. 

Dans ce cas, l’interaction est alors dite compatible. 

Adapté de Phytopathologie P. Lepoivre, 2007 
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 Le deuxième niveau de défense des plantes contre les parasites, plus intense que la PTI, 

est lié à la détection directe ou indirecte de certaines molécules microbiennes, les effecteurs, 

par des récepteurs codés par les gènes de résistance (R). En effet, au cours de l’évolution, 

certains microorganismes ont acquis la capacité de produire des effecteurs qui sont libérés à 

l’intérieur de la cellule de la plante hôte et qui, en réprimant la PTI, contribuent à la virulence 

de l’agent pathogène. On parle alors d’ETS (effector-triggered susceptibility). Certains 

génotypes de plantes ont alors mis en place un système pour se défendre – les protéines R – 

capables de percevoir ces effecteurs et d’activer la deuxième forme d’immunité, l’ETI (effector-

triggered immunity) (Figure I.1). Cette forme de résistance avait été décrite par les travaux 

d’Harold H. Flor en 194β, sur le lin (Linum usitatissimum) et l’agent de rouille du lin 

(Melampsora lini), ce qui a permis d’énoncer le concept gène-pour-gène, selon lequel les 

plantes hôtes possèdent le gène R correspondant aux gènes Avr de l’agent pathogène (Figure 

I.2). Une perte ou une altération de l’un de ces deux gènes conduit à la maladie (réaction 

compatible). Au contraire, la reconnaissance du produit du gène Avr par la protéine R initie une 

cascade d’événements cellulaires conduisant à la résistance (réaction incompatible). Ce modèle 

gène-pour-gène présumait l’existence d’une interaction physique entre effecteur Avr et protéine 

R. Des preuves du contact direct entre les deux types de protéines ont été fournies pour quelques 

modèles (Jia et al, 2000; Deslandes et al, 2002; Dodds et al, 2006). Cependant, les cas 

d’interaction directe R-Avr restent rares, laissant supposer une relation plus complexe (Ellis et 

al, 2000). Un autre modèle a été proposé, impliquant l’intervention d’une troisième composante 

dans cette interaction. Dans ce dernier modèle, appelé « hypothèse de garde », la protéine Avr 

et la protéine R feraient partie d’un complexe incluant une protéine de garde médiant 

l’interaction (Bergelson et al, 2001; Luderer et al, 2001; Van der Hoorn et al, 2002). 

 

  b. La transduction des signaux 

 Suite à la perception de l’agent pathogène par le récepteur, une cascade de signalisation 

se met en place afin d’induire des réponses de défense par l’intermédiaire de messagers 

secondaires (Figure I.1).  

 

 L’utilisation de modèle simplifié (cultures de cellules traitées par des PAMP ou DAMP) 

a permis de décrypter des événements précoces de signalisation. Un des premiers événements 

de signalisation observable dans les suspensions cellulaires en réponse aux PAMP ou aux 

DAMP correspond à une augmentation des flux d’ions à travers la membrane plasmique, tels 

que des influx de Ca2+ et H+, des efflux de K+, de Cl- et de NO3
-  (Tavernier et al, 1995; Gauthier  



Chapitre I 

 
54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.3: Interaction entre les différents acteurs des voies de signalisation de la 

transduction du signal induite par la cryptogéine chez le tabac 

PP, protéine phosphatase; PK, protéine kinase; NtRbohD, respiratory burst oxidase 

homologues D; SOD, superoxide simutase.  

Adapté de Garcia-Brugger et al, 2006 
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et al, 2007). Par exemple, en réponse à la flagelline, un flux d’ions est observé dans des 

suspensions cellulaires de tomate, de tabac, de pomme de terre, d’Arabidopsis (Felix et al, 

1999). Ces flux ioniques opèrent généralement en amont d’autres événements de signalisation 

intracellulaire. Les autres événements de signalisation précoce communément observés en 

réponse aux éliciteurs sont l’activation de protéines kinases (dont les MAPK), la production 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), appelée le « burst » oxydatif (Gómez-Gómez et al, 

1999), la production de monoxyde d’azote (NO) et de peroxynitrite (ONOO-) (Garcia-Brugger 

et al, 2006) (voir chapitre II). Ces événements de signalisation sont liés. Par exemple, il a été 

montré dans le modèle cryptogéine-tabac que la perception de la cryptogéine conduisait à 

l’activation de protéines kinases ou l’inhibition de protéines phosphatases, qui à leur tour, 

induisent un influx de Ca2+ responsable ensuite de la production de ROS, de l’activation de 

nouvelles protéines kinases comme les MAPK. Ces dernières interviennent en amont de la 

production de NO ou de la régulation de gènes de défense (pour revue, Garcia-Brugger et al, 

2006) (Figure I.3). 

  

 Les phytohormones, telles que l’acide salicylique (SA), l’acide jasmonique (JA) et 

l’éthylène (ET) sont reconnues comme des hormones jouant un rôle majeur dans la régulation 

des défenses. Bien que leur rôle soit moins décrit dans la littérature, les hormones, telles que 

l’acide abscissique (ABA), l’auxine, les gibbérellines et les cytokinines contribuent elles aussi 

à la régulation des voies de signalisation des défenses. Les phytohormones sont considérées 

comme signaux secondaires et peuvent constituer un lien entre les événements précoces de 

signalisation et l’activation finale des réponses de défense (Pieterse et al, 2012). Par exemple, 

des MAPK vont phosphoryler et stabiliser des enzymes impliquées dans la biosynthèse de l’ET 

ce qui conduit à la production d’ET qui pourra induire l’expression de gènes de défense (Liu & 

Zhang, 2004).  

 Ces différentes hormones semblent contrôler l’établissement des défenses contre les 

bioagresseurs en fonction du mode de vie de ces derniers. La voie du SA est impliquée dans les 

défenses contre les microorganismes pathogènes biotrophes, celle des JA et de l’ET dans les 

défenses contre les microorganismes pathogènes nécrotrophes, et celle des JA contre les 

herbivores. Cependant, ces voies de signalisation ne sont pas indépendantes les unes des autres 

et certains acteurs moléculaires d’une voie peuvent jouer un rôle antagoniste ou synergique sur 

les voies contrôlées par d’autres hormones (Figure I.4). Ainsi, la signalisation par le SA est 

souvent antagoniste à celle médiée par le JA et, de ce fait, une signalisation accrue par le SA 

en réponse à des biotrophes est souvent accompagnée d’une diminution de la résistance de la 
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Figure I.4: Régulations croisées entre les voies de signalisation du SA, du JA, de l’ET et 

de l’ABA 

Les voies de signalisation hormonales sont activées en réponse aux agents pathogènes 

biotrophes, nécrotrophes et aux herbivores. Les acteurs clés de ces voies sont les suivants, 

NPR1 (non expressor of PR1) pour la voie du SA, qui régule négativement la voie du JA; ERF1 

(ethylene response factor 1) pour la voie du JA/ET. L’ET favorise l’activation de la voie passant 

par ERF1; MYC pour la voie JA. L’ET réprime la branche MYC. De plus, l’ABA est impliquée 

indirectement dans la régulation des défenses en réprimant la voie du SA et de l’ET, et en 

activant la voie du JA. 

Adapté de Pieterse et al, 2012 
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plante vis-à-vis de nécrotrophes. De plus, des hormones n’étant pas directement impliquées 

dans la régulation des défenses, peuvent influencer les voies du SA, du JA et de l’ET, comme 

par exemple le cas de l’ABA, qui est capable de réprimer la voie du SA et celle de l’ET, et de 

favoriser la voie du JA (Pieterse et al, 2012) (Figure I.4). 

 Ces phytohormones interviennent non seulement dans la résistance locale à l’infection 

mais aussi dans la mise en place de la résistance dans l’ensemble de la plante, c’est-à-dire la 

résistance systémique acquise (SAR, voir paragraphe suivant) et la résistance systémique 

induite (ISR, voir paragraphe suivant). Le SA joue un rôle primordial dans le déclenchement 

de la SAR (Delaney et al, 1994). Cette hormone s’accumule à la fois au site d’infection et dans 

les tissus distaux. Le JA et l’ET semblent être impliqués dans l’ISR. En effet, les gènes dont 

l’expression est inductible par le JA et l’ET sont fortement exprimés chez les plantes ayant 

induit l’ISR suite à l’attaque d’un agent pathogène (Verhagen et al, 2004). 

 
  c. Les réponses de défense 

 La reconnaissance des microorganismes et la transduction des signaux mènent à 

l’expression des défenses de la plante afin de contenir ou bloquer la progression du parasite. 

Plusieurs types de réponses sont décrits pour faire face aux microorganismes pathogènes. Tout 

d’abord, les plantes peuvent renforcer leur paroi cellulaire, par exemple par des dépôts de 

lignine et de callose (un polymère -1,3-glucane) au niveau du site d’infection (Hückelhoven, 

2007). Les plantes produisent également des molécules ayant une action sur l’agent pathogène 

comme les phytoalexines (Hammerschmidt, 1999), possédant des structures chimiques variées 

(Ahuja et al, 2012) ou les protéines PR (pathogenesis-related) dotées d’activités enzymatiques 

variées telles que la glucanase, les chitinases, les peroxidases… (Loon et al, 2006). La 

production de ROS peut être également considérée comme un moyen de lutte direct contre les 

agents pathogènes en plus de son rôle dans la signalisation cellulaire. Enfin, on observe 

également l’activation de mécanismes de type « réponse hypersensible » (HR) (Mur et al, 

2006). La HR est caractérisée par le développement d’une zone de mort cellulaire (PCD, 

programmed cell death) autour du site d’infection (Mur et al, 2008) qui constitue une défense 

efficace contre les agents pathogènes biotrophes en les privant de nutriments. La mise en place 

de la HR au niveau du site d’infection déclenche généralement l’activation d’une SAR visant à 

protéger les autres tissus de la plante en prévention d’une attaque ultérieure par un agent 

pathogène. Cette résistance généralisée peut durer plusieurs mois, voire être transmise à la 

génération suivante (Kachroo & Robin, 2013). L’ISR est un autre processus de résistance 

induite qui implique des microorganismes bénéfiques.  
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Elément minéral Diminution de la maladie Augmentation de la maladie Effet variable 

Azote (N, NH4, NO3) 168 233 17 

Phosphore (P) 82 42 2 

Potassium (K) 144 52 12 

Calcium (Ca) 66 17 4 

Manganèse (Mn) 68 13 2 

Cuivre (Cu) 49 3 0 

Zinc (Zn) 23 10 3 

Bore (B) 25 4 0 

Fer (Fe) 17 7 0 

Soufre (S) 11 3 0 

Magnésium (Mg) 18 12 2 

Silicium (Si) 15 0 0 

Chlorure (Cl) 9 2 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau I.1: Effets de la fertilisation minérale sur les dégâts provoqués par la maladie des plantes 

Ce tableau est basé sur 1180 rapports.                                                 Extrait de Huber & Graham, 1999 

A B 

Concentration de sulfate 

C 

Figure I.5: Effets des nutriments sur la sensibilité des plantes à différentes maladies 

(A) Mesure du diamètre des lésions provoquées par Alternaria solani sur les feuilles de tomate 

ayant été vaporisées (KNO3) ou non (control) avec du nitrate (Blachinski et al, 1996). (B) 

Mesure de la colonisation des feuilles de tomate par Pseudomonas syringae en fonction des 

niveaux de fertilisation azotée (RAR) ajoutés (Hoffland et al, 2000). (C) Mesure du contenu en 

camalexine dans les plantes d’A. thaliana infectée (histogramme noir) ou non (histogramme 

blanc) par Alternaria brassicicola et en présence de 50 ou 500 µM de sulfate. (Kruse et al, 

2012). 
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Tout comme la SAR, l’ISR se définit comme un état de résistance permettant de protéger la 

plante entière face à une future attaque par des microorganismes pathogènes ou herbivores 

(Pieterse et al, 2014). 

 

 

 1.2 Liens entre la résistance des plantes et la disponibilité en nutriments 

  

 Les nutriments sont essentiels pour la croissance et le développement des plantes mais 

peuvent également affecter la sévérité des maladies (Huber and Graham, 1999). Aucune règle 

générale n’est observée concernant leurs effets. En fonction de l’agent pathogène ou de la 

plante, un nutriment particulier peut participer à la diminution ou à l’augmentation de la sévérité 

d’une maladie (Tableau I.1). Par exemple, l’application d’azote provoque une diminution de la 

sensibilité de la tomate à Alternaria solani (Blachinski et al, 1996) alors qu’une augmentation 

de sensibilité est observée lors de l’infection par Pseudomonas syringae chez cette même plante 

(Hoffland et al, 2000) (Figure I.5 A-B). Le soufre, le phosphore et plus particulièrement l’azote 

sont trois macroéléments dont nous avons étudiés les effets sur la résistance de M. truncatula à 

A. euteiches. 

 

 Le soufre (S), présent dans les acides aminés soufrés, les hétérosides soufrés et certaines 

vitamines, est prélevé dans les racines sous forme de sulfate. Ce macroélément est impliqué 

dans la formation de composés de défense (phytoalexines, glucosinolates, glutathion…) 

nommés sulfur-containing defense compounds (SDC) (Rausch & Wachter, 2005). L’exposition 

à des stress biotiques conduit à l’augmentation de la synthèse de SDC. Par exemple, des plantes 

d’A. thaliana montrent une augmentation des concentrations en cystéine et en glutathion trois 

jours après inoculation par Alternaria brassicicola (Kruse et al, 2007). L’effet direct du S sur 

la concentration en glucosinolates (camalexine) et sur la résistance de la plante a été démontré 

(Kruse et al, 2012). En effet, des plantes d’A. thaliana, cultivées en conditions optimales 

synthétisent plus de camalexine (Figure I.5 C) et sont significativement moins infectées que les 

plantes carencées (cultivées avec dix fois moins de sulfate). 

 

 Le phosphore fait partie de nombreuses molécules organiques de la cellule (ADN, ARN, 

ATP et phospholipides) et est assimilé par la plante sous forme de phosphate inorganique. Les 

effets effets du phosphore sur la résistance aux maladies sont variables.  
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Figure I.6: Le cycle de l’azote 

L’azote atmosphérique (N2) peut être fixé par les plantes par l’intermédiaire de symbioses , 

industriellement, grâce à la réaction de Haber-Bosch (N2 + 3H2 ↔ βNH3)  et par les bactéries pour 

produire de l’ammoniac (NH3) puis de l’ammoinium (NH4
+) . Les bactéries nitrifiantes vont former 

du nitrate (NO3
-) à partir du NH4

+ . Les bactéries dénitrifiantes peuvent transformer NO3
- en N2 . 

Adapté de The Plant Cell, 2014 American Society of Plant Biologists 
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La fertilisation phosphatée du blé entraîne une diminution des pertes provoquées par 

l’oomycète Pythium (Huber, 1980). D’autres études montrent que l’application du phosphate a 

un effet inverse. Il peut augmenter la sévérité des maladies comme par exemple celle causée 

par le mildiou (Bremia lactucae) de la laitue (Huber, 1980). 

  

 L’azote est le macroélément quantitativement le plus important pour la croissance des 

plantes. L’azote est le constituant principal des protéines et un des constituants de la 

chlorophylle, ce qui en fait un des acteurs principaux de la photosynthèse. Les plantes stockent 

l’azote essentiellement sous forme de nitrate ou d’acides aminés et de protéines, dans leurs 

racines, tiges, feuilles, graines… Elles mobilisent ces réserves quand la croissance et le 

développement de nouveaux organes nécessitent des besoins en azote importants (Morot-

Gaudry, 2001) et que le prélèvement d’azote ne suffit plus à couvrir ces besoins, comme par 

exemple lors de la sénescence (Bieker & Zentgraf, 2013). 

 Il est aujourd’hui largement reconnu que la disponibilité en azote a une influence sur les 

interactions plante/agents pathogènes (Fagard et al, 2014). L’effet de l’azote sur la résistance 

de la plante et sur l’expression des réponses moléculaires de défense des plantes sera développé 

dans la partie I.1.5 (Implication de l’azote dans les défenses immunitaires). 

 

 

 1.γ Métabolisme de l’azote 

 

  a. Cycle de l’azote 

 Le cycle de l’azote décrit les processus biochimiques de transformation de cet élément 

en assurant une circulation rapide dans les différents compartiments de l’écosystème. Ce cycle 

est complexe en raison du grand nombre de transformations de l’azote dans l’environnement et 

de la difficulté pour les êtres vivants à l’incorporer. Trois sources d’azote existent pour les êtres 

vivants: l’azote atmosphérique (diazote N2), l’azote minéral (nitrate NO3
-, ammoniac NH3 et 

ammonium NH4
+) et l’azote organique (acides aminés, protéines…). Le principal réservoir 

d’azote est l’atmosphère ce qui fait du N2 la forme majoritaire d’azote. La force de la triple 

liaison qui relie les deux atomes de N, rend ce composé indisponible pour la plupart des êtres 

vivants s’il n’est pas fixé, c’est-à-dire transformé en azote assimilable. L’azote atmosphérique 

est fixé soit par les plantes par l’intermédiaire de symbioses, soit par des bactéries pour produire 

de l’ammonium ou soit industriellement (réaction de Haber-Bosch) (Figure I.6). 
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Minoritairement, les décharges électriques et les ultraviolets peuvent transformer le N2 en 

monoxyde d’azote (NO) alors oxydé en dioxyde d’azote (NO2), puis en acide nitrique (HNO3). 

Ce dernier atteint le sol par les précipitations ou sous forme de particules sèches sur lesquelles 

il a été adsorbé dans l’atmosphère. Cet apport d’azote reste faible et se trouve surtout important 

dans les régions tropicales et montagneuses (Prather et al, 2001). Dans le sol, le nitrate et 

l’ammonium sont donc les principales formes d’azote inorganique disponibles pour la plante 

(Raven et al, 1992). Les microorganismes décomposeurs (bactéries, champignons) 

transforment la matière organique azotée provenant des plantes ou d’animaux morts en CO2, 

H2O et NH3 (minéralisation). Au contact de l’eau, l’ammoniac se transforme en ammonium. 

Les bactéries nitrifiantes permettent la formation de nitrate à partir d’ammonium. Dans les sols 

bien aérés, la nitrification est rapide, il en résulte une faible concentration en ammonium. Si le 

sol est inondé, donc privé d’oxygène, l’ammonium s’accumule (Crawford & Forde, 2002). Une 

dénitrification s’effectue aussi dans le sol grâce à des bactéries dénitrifiantes qui, dans certaines 

conditions peuvent transformer le nitrate en diazote, inutilisable par la plupart des plantes 

(Figure I.6). 

  

  b. Acquisition de l’azote par la plante 

 Selon leur position phylogénétique, les plantes vont acquérir l’azote par prélèvement 

direct du sol des formes minérales (nitrate et ammonium) et/ou par l’intermédiaire de 

symbioses.  

 

 ● Prélèvement direct des formes minérales de l’azote par les racines des plantes: 

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

minéralisation et de nitrification (quelques micromolaires à plusieurs millimolaires) (Marschner 

et al, 1995). Des systèmes très spécifiques de transport de nitrate ou d’ammonium ont été 

développés chez les plantes : un système de transport à haute affinité (HATS, High Affinity 

Transport System) et un système de transport à basse affinité (LATS, Low Affinity Transport 

System) (Crawford & Forde, 2002). 

 L’utilisation 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 pompe à protons H+/ATPase 

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

familles de gènes : des gènes appartenant à la famille NRT1/PTR (NPF) impliqués, en général, 
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dans le transport à faible affinité et les gènes de la famille NRT2 responsables pour la plupart 

du transport à haute affinité (Forde, 2000). Chez A. thaliana, deux gènes de la famille NPF 

(AtNPF6.2 et AtNPF6.3/AtNRT1.1) sont importants pour le transport du nitrate lorsqu’il est 

présent dans le milieu à hautes concentrations. Ces deux transporteurs ont une faible affinité 

pour le nitrate mais, dans le cas de AtNPF6.3, une haute affinité est observée dans certaines 

conditions. Chez M. truncatula, deux gènes de la famille NPF ont été caractérisés: le gène 

NIP/LATD codant pour un transporteur à haute affinité pour le nitrate impliqué dans le contrôle 

de l’architecture racinaire et la formation de nodosités (Yendrek et al, 2010; Bagchi et al, 2012), 

et le gène MtNPF6.8 (MtNRT1.3) qui a été identifié comme ayant une double affinité (Morère-

Le Paven et al, 2011) pour le nitrate similaire à celle du « transcepteur » AtNPF6.3 (Wang et 

al, 1998; Liu et al, 1999) et qui pourrait jouer un rôle dans la croissance de la racine primaire. 

 Chez A. thaliana, sept transporteurs appartenant à la famille NRT2 ont été mis en 

évidence (Orsel et al, 2002, pour revue) alors que chez M. truncatula, uniquement trois 

transporteurs de cette famille ont été caractérisés. Le gène MtNRT2.1 phylogénétiquement 

proche du gène AtNRT2.1, coderait vraisemblablement pour un transporteur à haute affinité du 

nitrate, impliqué de façon majoritaire dans le transport du nitrate du milieu extérieur dans la 

racine, alors que le gène MtNRT2.2 est très peu exprimé. En revanche, MtNRT2.3 qui est proche 

phylogénétiquement de AtNRT2.5, un gène important pour le transport et la remobilisation du 

nitrate chez des plantes limitées en azote, pourrait avoir un rôle dans la redistribution du nitrate 

chez M. truncatula (Pellizzaro et al, 2015). A ce jour, le nitrate est le seul substrat identifié des 

transporteurs NRT2 caractérisés chez les plantes supérieures. 

  

 Dans le cas de l’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 : AMT1.1 (Ninnemann et al, 1994). 

Depuis, le séquençage complet du génome d’A. thaliana a révélé quatre autres séquences 

homologues (AtAMT1.1 à AtAMT1.5) (Gazzarrini et al, 1999; Sohlenkamp et al, 2000). Deux 

de ces gènes AtAMT1.1 et AtAMT1.3 contribuent pour 70 % de l’influx à haute affinité de 

l’ammonium sans toutefois être indispensables pour la croissance des plantes (Loqué et al, 

2006). Le séquençage du génome de M. truncatula a permis de mettre en évidence huit gènes 

AMT (Benedito et al, 2010) dont quatre appartiennent à la famille AMT1, transporteurs à haute 

affinité de l’ammonium (Yuan et al, 2007), alors que le reste appartient à la sous-famille des 

AMT2, qui code pour des transporteurs impliqués dans le transfert de l’ammoniac  
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Figure I.7: Echange de signaux lors d’une symbiose rhizobienne-légumineuse 

Les (iso)flavonoïdes, les stachydrines et les acides aldoniques, composés importants pour la mise en place de 

la symbiose, sont trouvés dans les exsudats racinaires. Ils peuvent diffuser passivement à travers la membrane 

bactérienne (Begum et al, 2001; Wang et al, β01β) et constituent alors les premiers signaux de l’hôte qui 

déclenchent chez la bactérie l’expression de gènes de régulation de la nodulation (nod), qui permettent à leur 

tour la production de facteur Nod, qui sont des lipochitooligosaccharides (Peters & Verma, 1990). La 

production de ce facteur Nod va induire des modifications morphologiques, physiologiques et moléculaires 

complexes permettant la pénétration de la bactérie au sein de la plante hôte (Oldroyd et al, 2011). Le zoom 

montre un cordon d’infection passant par le cortex racinaire vers un groupe de cellules en division, qui 

deviendra le primordium nodulaire. 

Adapté de Schultze et Kondorosi, 1998; Oldroyd et al, 2011 
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(Sohlenkamp et al, 2000; Neuhäuser et al, 2009). Les données publiques des microarray 

suggèrent qu’en condition standard de croissance, la plupart des AMT de M. truncatula sont 

faiblement exprimés (http://www.bioinfo.noble.org/gene-atlas). 

 

 ● Acquisition de l’azote par les plantes grâce à des symbioses : 

 Les bactéries du genre Rhizobium sont capables d’établir une symbiose avec des plantes 

de la famille des Fabacées (légumineuses) en induisant la formation d’un organe particulier, 

appelé nodosité, véritable organe d’échanges métaboliques entre les bactéries et la plante. Une 

des particularités des légumineuses est leur richesse en protéines (jusqu’à 40 % MS de protéines 

dans la graine). La symbiose, entre ces plantes et les bactéries, présente donc un intérêt 

agronomique considérable puisqu’elle permet de réduire l’apport en engrais azotés tout en 

fournissant un moyen efficace de produire des aliments riches en protéines (Hirsch et al, 2001).  

 Les interactions entre les Rhizobiums et les légumineuses se produisent dans la 

rhizosphère par des échanges de signaux qui vont permettre à la symbiose de s’établir par la 

formation de nodosité (Figure I.7). A l’intérieur de la nodosité, la bactérie se différencie en 

bactéroïde, qui est la forme sous laquelle elle est capable de réduire le N2 en NH4
+ grâce à un 

complexe enzymatique appelé nitrogénase (Wang et al, 2012). L’ammonium est la principale 

source d’azote exportée depuis les bactéroïdes mais ceux-ci peuvent également sécréter des 

acides aminés tels que l’alanine et l’aspartate (Allaway et al, 2000; Parsons et al, 2002). La 

nitrogénase étant très sensible à l’oxygène, la fixation azotée optimale se fera dans des 

conditions de faible pression en oxygène. Ceci est réalisé au sein de la nodosité par la 

séquestration de l’O2 par des leghémoglobines (hémoprotéines de structure proche de 

l’hémoglobine) de plante (Ott et al, 2005).  

 La formation d’une symbiose rhizobienne est dépendante de la disponibilité en azote 

minéral présent dans le sol. Cette disponibilité en azote est considérée comme le principal 

facteur environnemental affectant la fixation symbiotique de N2, et par conséquent la source de 

nutrition azotée de la plante (Streeter, 1988). Il a été montré que la présence d’azote minéral 

dans le sol inhibe la symbiose au profit de l’acquisition directe de l’azote du sol (Voisin et al, 

2002). La symbiose ne se met donc en place que lorsque la plante est limitée en azote. Par 

ailleurs, des études quantitatives indiquent que la répression de la symbiose par le nitrate du sol 

ou l’efficacité de fixation symbiotique de N2 pouvait différer selon les espèces ou les génotypes 

d’une même espèce. Harper & Gibson, (1984) ont testé la capacité de nodulation, en présence 

de différentes concentrations en nitrate, de huit légumineuses: le lupin (Lupinus angustifolius),  

 

http://www.bioinfo.noble.org/gene-atlas
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Figure I.8: Développement d’une mycorhize à arbuscules 

Les racines des plantes vont émettre des strigolactones qui vont induire la germination des spores, 

la ramification de l’hyphe et l’augmentation de l’activité physiologique des spores et de l’hyphe. 

Les champignons produisent des facteurs mycorhiziens (Myc) qui vont induire des oscillations 

calciques dans les cellules de l’épiderme de la racine et activer les gènes de plantes liés à la 

symbiose. Le champignon MA va former un appressorium (hyphopodium), à partir duquel le 

champignon peut pénétrer dans le cortex et l’épiderme. Suite à une stimulation chimique et 

mécanique, les cellules de plantes produisent un appareil de pénétration (PPA) à travers lequel 

l’hyphe va pouvoir s’étendre. Le champignon pénètre dans les cellules de la plante et entre dans 

l’apoplaste où il va former des branches (arbuscule) et s’agrandir le long de l’axe de la racine. La 

membrane plasmique de la cellule végétale augmente considérablement sa surface et s’invagine 

tout autour de l’arbuscule. C’est à cette interface cellulaire que les échanges de nutriments entre les 

partenaires ont principalement lieu (Reinhardt, 2007). 

Extrait de Parniske, 2008 
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le pois (Pisum sativum), le trèfle (Trifolium subterraneum), le pois chiche (Cicer arietinum), le 

siratro (Macroptilium atropurpureum), le soja (Glycine max), le pois antaque (Lablab bean) et 

la luzerne tronquée (Medicago truncatula). Les trois dernières espèces, le soja, le pois antaque 

et M. truncatula montrent une sensibilité plus importante au nitrate. En effet, le nombre de 

nodosités apparentes est plus faible que pour les autres espèces et l’activité nitrogénase est 

inhibée en présence d’1 mM de nitrate. Généralement, l’exigence en azote des plantes est 

maintenue quelle que soit la source azotée (Sagan et al, 1993 ; Voisin et al, 2002). Cependant, 

certaines espèces, comme le soja ou M. truncatula par exemple, sont connues pour être 

mauvaises fixatrices par rapport au pois. En effet, lorsque la fixation symbiotique N2 est la seule 

source azotée, le besoin en azote des plantes peut ne pas être comblé, les plantes sont alors 

carencées (Gan et al, 2002; Moreau et al, 2008). 

 

 Les symbioses mycorhiziennes à arbuscule (MA) se rencontrent chez plus de 80 % des 

plantes terrestres y compris de nombreuses espèces cultivées telles que le blé, le maïs, le soja 

et les légumineuses (Wang & Qiu, 2006). Elles jouent un rôle clé dans l’assimilation de 

nutriments. En effet, le mycélium extra-radiculaire des champignons agit comme une extension 

du système racinaire et augmente l’absorption du phosphore, de l’azote, du soufre et du 

magnésium, mais également des oligo-éléments tels que le cuivre et le zinc. De plus, les 

champignons mycorhiziens offrent également des avantages non-nutritionnels aux plantes, en 

améliorant leur résistance contre les stress abiotiques (sécheresse, salinité, métaux lourds) et 

biotiques (agents pathogènes, herbivores) (Smith & Read, 2008).  

 L’établissement de la symbiose MA se fait aussi par des échanges de signaux entre la 

plante et le champignon mycorhizien (Figure I.8). 

 Il apparaît que les symbioses MA puissent également jouer un rôle dans la fourniture 

d’azote à la plante. En effet, des expériences par marquage 15N ont montré que l’azote pouvait 

être transféré par le champignon MA à la plante hôte (Govindarajulu et al, 2005), mais 

l’importance quantitative de l’azote transféré reste encore controversée (Smith & Smith, 2011). 

Le nitrate et l’ammonium peuvent être transportés par le champignon MA mais c’est 

l’ammonium qui est souvent la source préférentielle d’azote (Bücking & Kafle, 2015). Des 

études ont montré que des transporteurs d’ammonium chez un champignon MA avaient une 

plus grande affinité pour l’ammonium que les transporteurs à haute affinité AMT des plantes 

(Pérez-Tienda et al, 2012), ce qui confèrerait une plus grande aptitude des plantes mycorhizées 

à acquérir de l’ammonium lorsqu’il est limitant dans le sol. Plus récemment, le rôle critique 

d’un transporteur symbiotique d’ammonium pour l’entretien et l’efficacité nutritionnelle de la  
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Figure I.9: Assimilation du nitrate et de l’ammonium dans la plante 

Le nitrate (NO3
-) est prélevé à l’aide de transporteurs de nitrate (NRT) et l’ammonium à l’aide de 

transporteurs d’ammonium (AMT). Une fois dans la cellule, le nitrate peut être stocké dans la 

vacuole ou est réduit dans le cytosol en nitrite (NO2
-) par la nitrate réductase (NR). Le nitrite est 

transporté dans le chloroplaste. Celui-ci y est alors réduit en ammonium (NH4
+) par la nitrite 

réductase (NiR). L’ammonium (NH4
+) est incorporé au glutamate par la glutamine synthétase (GS) 

pour former la glutamine. Un transfert d’un groupement amide de la glutamine sera ensuite 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 

& Lea, 2001; Miflin & Habash, 2002). Les premiers acides aminés dans la cellule sont donc la 

glutamine et le glutamate, qui peuvent alors être utilisés pour former l’aspartate et l’asparagine via 

les deux enzymes aspartate aminotransférase (AAT) et asparagine synthétase (AS), ainsi que les 

autres acides aminés et molécules azotées. Glutamine, glutamate, aspartate et asparagine assurent 

alors la translocation de l’azote des organes sources vers les organes puits (Peoples et Gifford, 

1993). 

Adapté de The Plant Cell, 2014 American Society of Plant Biologists et de Krapp et al, 2015 
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symbiose MA a été mis en évidence (Breuillin-Sessoms et al, 2015; Javot et al, 2011), 

soulignant l’importance potentiel de l’azote dans cette symbiose. 

 

  c. Réduction du nitrate et synthèse des acides aminés 

 Le nitrate a plusieurs devenirs dans la plante. Une fois absorbé, le nitrate peut être stocké 

dans les vacuoles ou assimilé. Son assimilation peut s’effectuer dans les racines ou dans les 

parties aériennes après export du nitrate dans le xylème et transfert dans les feuilles. Selon les 

conditions environnementales et les espèces de plantes considérées, la proportion de nitrate 

réduit au niveau foliaire ou racinaire peut varier (Smirnoff & Stewart, 1985). Le nitrate 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.9). 

L’ammonium, lui aussi toxique pour la plante, doit être immédiatement assimilé. Les 

principaux acteurs des processus d’assimilation de l’ammonium dans la plante sont la glutamine 

synthétase (GS) et la glutamate synthase (GOGAT). L’action combinée de la GS et de la 

GOGAT au cours du cycle GS/GOGAT va aboutir à l’incorporation de l’ammonium dans les 

acides aminés (Figure I.9).  

  

 De façon générale, deux isoformes de GS existent chez les plantes, aux rôles et 

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

l’azote dans les racines (Coruzzi, 2003) ou dans la remobilisation de l’azote lors de la 

sénescence foliaire. 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. 

 M. truncatula comprend une famille multigénique de GS, constituée de quatre gènes, 

MtGS1a et MtGS1b codant pour un polypeptide cytosolique de 39 kDa; MtGS2a et MtGS2b 

codant pour un polypeptide localisé dans le plaste de 42 kDa. MtGS2b est spécifique de la graine 

et se retrouve seulement chez M. truncatula et quelques espèces apparentées (Seabra et al, 

2010). Les trois autres GS sont exprimées dans tous les organes de la plante, mais de manière 

tissu-spécifique. MtGS1a est fortement exprimée dans les nodosités, où sa fonction consiste à 

assimiler l’ammonium produit par la fixation de l’azote (Carvalho et al, 2000a), mais également 

fortement exprimée dans les faisceaux vasculaires de tous les organes de la plante et 

probablement impliquée dans l’approvisionnement en glutamine pour le transport (Carvalho et 
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Figure I.10: Biosynthèse des acides aminés dans les plantes 

Le glutamate synthétisé va permettre d’introduire un groupement aminé au sein du métabolisme des 

acides aminés. Le groupe aminé du glutamate peut être transféré à divers acides α-cétoniques en 

formant les acides aminés correspondants. L’aspartate, l’alanine, l’isoleucine, la valine, la 

phénylalanine, la tyrosine et la 3-phosphosérine sont obtenues par réaction de transamination grâce à 

une aminotransférase (AT). 

Adapté de Buchanan et al, 2000 
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al, 2000b). MtGS1b est exprimé dans tous les organes de la plante, mais son expression est 

augmentée au cours de la sénescence et ce gène coderait probablement une isoenzyme 

responsable de la réassimilation de l’ammonium dérivé du catabolisme protéique (Carvalho et 

 al, 2000b). MtGS2a est fortement exprimée dans tous les tissus photosynthétiques, où sa 

fonction est l’assimilation de l’ammonium issu de la photorespiration ou de la réduction du 

nitrate (Melo et al, 2003). 

 

 Deux types de GOGAT existent, localisées dans le chloroplaste: la NADH-GOGAT qui 

a un rôle prépondérant dans l’assimilation primaire de l’ammonium et la ferrédoxine-GOGAT 

(Fd-GOGAT) qui serait plus spécifiquement impliquée dans les processus de réassimilation de 

l’ammonium photorespiratoire (Coruzzi, 2003). 

  

 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 (Figure I.10). 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. 

 

 

 1.4 Réponse de la plante à la limitation en nitrate 
  

  a. Le nitrate : élément nutritif et molécule signal 

 De nombreux facteurs environnementaux et endogènes contrôlent le transport et 

l’assimilation du nitrate à différents niveaux (transcriptionnel, traductionnel et post-

traductionnel). Par exemple, la lumière ou les sucres issus de la photosynthèse (Lejay et al, 

1999, 2003) augmente l’expression des gènes impliqués dans l’utilisation du nitrate, permettant 

ainsi de coordonner le métabolisme de l’azote avec la photosynthèse et le métabolisme carboné. 

 Chez A. thaliana, le nitrate induit l’expression des gènes de transport de nitrate 

NRT1.1/NPF6.3, NRT2.1 ainsi que les gènes NIA1, NIA2 et NII codant respectivement pour des 

isoformes de nitrate réductase et pour la nitrite réductase. De façon plus générale, des études 

transcriptomiques ont mis en évidence que le nitrate induit non seulement des gènes nécessaires 

à son absorption et à sa réduction, à l’assimilation de l’ammonium, mais aussi des gènes 

impliqués dans la glycolyse, la voie oxydative des pentoses et dans la synthèse des acides 

organiques (Crawford, 1995; Scheible et al, 1997a, 2000) et réprime le métabolisme des 
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phénylpropanoïdes (Fritz et al, 2006). Des études pharmacologiques (utilisation d’inhibiteurs 

de synthèse protéique), génétiques et physiologiques (utilisation de mutants incapables 

d’assimiler le nitrate), cinétiques (effets du nitrate à court terme) ou de doses de nitrate ont 

permis de montrer que cette régulation par le nitrate est due au nitrate en tant que tel et non à 

un effet nutritionnel (lié à son assimilation en azote organique) (Medici & Krouk, 2014 pour 

revue). Ces résultats indiquent que le nitrate est donc une molécule signal qui est rapidement 

(en l’espace de quelques minutes; Krouk et al, 2010) et spécifiquement détectée par les cellules 

des plantes et que la voie de signalisation du nitrate ajuste l’expression d’un grand nombre de 

gènes pour adapter et coordonner le métabolisme des cellules et des organes, ainsi que le 

développement et la croissance des plantes à la disponibilité en nitrate. 

 

 Le nitrate régule aussi de nombreux processus non pas en tant que signal mais par sa 

métabolisation en tant que source d’azote pour les plantes. Les acides aminés issus de la 

réduction du nitrate, en particulier la glutamine, ont été proposés comme des indicateurs 

endogènes du statut azoté de la plante et répriment l’expression de gènes de transport du nitrate, 

de l’ammonium et de gènes d’assimilation du nitrate par feedback négatif (Nunes-Nesi et al, 

2010 pour revue). Pour les gènes impliqués dans le transport du nitrate, des expériences de 

« split-roots » montrent que cette régulation par le statut azoté de la plante intervient de façon 

systémique.  

 

 Chez M. truncatula, des analyses transcriptomiques ont confirmé la similitude des 

réponses moléculaires au nitrate avec celles d’A. thaliana et établi que l’acquisition de l’azote 

(sous forme NH4
+, NO3

- et N2) est aussi régulée par le statut azoté de la plante (Ruffel et al, 

2008). 

  

 Pour l’ammonium, il n’est pas clair s’il agit comme le nitrate aussi en tant que molécule 

signal (Nacry et al, 2013). En effet, l’ammonium induit l’expression de certains transporteurs 

AMT1 chez le riz et d’autres espèces végétales. Cependant, cet effet est aussi observé avec la 

glutamine, ce qui suggère que ce sont des métabolites dérivés de l’assimilation de l’ammonium 

(la glutamine) et non l’ammonium en tant que tel qui participent à la régulation de ces 

transporteurs (Sonoda et al, 2003). Certains gènes de la famille AMT1 chez A. thaliana sont au 

contraire induits par la carence azotée et réprimés par la glutamine. Au niveau post-

traductionnel, l’inhibition du transporteur AMT1.1 par l’ammonium par contre semble faire 

intervenir une perception de l’ammonium en tant que signal (Lanquar et al, 2009). 
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Changements développementaux Changements métaboliques 

Croissance préférentielle des racines 

par rapport aux parties aériennes 

Augmentation du transport de NO3
- et NH4

+ et 

remobilisation de l’azote 

Accélération de la sénescence Diminution de l’accumulation de la chlorophylle 

 Augmentation de l’accumulation des anthocyanes 

 Diminution des pools de composés contenant de 

l’azote (acides aminés, protéines) 

 Augmentation des pools de composés riches en 

carbone (amidon, acides organiques, composés 

phénoliques) 
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Figure I.11: Réponse de la plante à la carence azotée 

(A) Des changements développementaux et métaboliques sont observés au cours d’une carence azotée. 

(B) La carence azotée favorise le développement de la racine primaire et celui des racines secondaires. 

En condition d’excès en nitrate, la croissance de la racine primaire et celle des racines secondaires sont 

réduites. (C) La carence azotée accélère la sénescence.  

Extrait de The Plant Cell, 2014 American Society of Plant Biologists 
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 Par ailleurs, le nitrite et certains acides aminés tels que la glutamine et le glutamate ont 

aussi été proposés comme molécules signal contrôlant différents processus physiologiques chez 

les plantes comme le développement racinaire, les réponses de défense et le métabolisme des 

plantes (Wang et al, 2007b; Forde, 2014; Kan et al, 2015). 

 

  b. Effet de la carence azotée chez les plantes 

 L’azote est le nutriment le plus important puisé par les plantes dans le sol, puisqu’après 

l’eau, il est le principal facteur limitant la croissance des plantes (Vitousek & Howarth, 1991). 

Ces dernières ont donc une dépendance fondamentale vis-à-vis de cet élément minéral. 

Cependant, l’azote peut se retrouver en quantité insuffisante entraînant une carence azotée chez 

la plante. La déficience en azote peut avoir plusieurs impacts sur la plante. En effet, des 

changements de l’architecture de la plante sont observés (Figure I.11) tels qu’une inhibition de 

la croissance des parties aériennes (Zhao et al, 2005), une croissance préférentielle des racines 

(Scheible et al, 1997b; Stitt & Krapp, 1999), une augmentation de l’élongation et de la densité 

des racines latérales (Forde, 2002, 2014), une accélération de la sénescence due à une 

remobilisation de l’azote des feuilles vers les racines (Thomas & Villiers, 1996; Kato et al, 

2005) (Figure I.11) et une floraison avancée (Vidal et al, 2014).  

  

 Des impacts de la carence au niveau métabolique sont également observables. Au niveau 

des métabolites primaires, les différentes études montrent: une large diminution des niveaux de 

glutamine et du rapport glutamine/glutamate (Foyer et al, 2003), une diminution des teneurs en 

acides aminés totaux dans les feuilles, une augmentation des teneurs en acides aminés mineurs, 

une baisse des concentrations de protéines (Scheible et al, 1997a, 2000), une diminution des 

niveaux de chlorophylle et une augmentation de l’amidon (Zhao et al, 2005). Au niveau des 

métabolites secondaires, on observe une synthèse de phénylpropanoïdes corrélée à l’induction 

des gènes impliqués dans le métabolisme de ces derniers (comme la PAL par exemple) (Fritz 

et al, 2006) et une augmentation de la synthèse d’anthocyanes dans les feuilles (Martin et al, 

2002) corrélée à l’induction des gènes MYB et BHLH importants pour l’accumulation des 

anthocyanes et autres flavonoïdes (Lea et al, 2006). De plus, le statut antioxydant des plantes 

est perturbé lors d’une carence en azote. En effet, une diminution de l’activité de la superoxide 

dismutase est observée dans les feuilles d’une plante carencée (Polesskaya et al, 2004). 

Quelques heures de carence azotée conduisent à une augmentation de la production de ROS 

dans les racines d’A. thaliana (Shin et al, 2005). 
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AtNrt2.1 AtAmt1.1 
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-
 Plante_NH4
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Figure I.12: Expression des transporteurs de nitrate (AtNRT2.1) et d’ammonium (AtAmt1.1) dans les 

racines d’A. thaliana 

Les plantes NO3
- sont cultivées pendant 6 semaines en présence d’1 mM de NO3

- et les plantes NH4
+ sont cultivées 

pendant 5 semaines avec 1 mM de NO3
- et pendant une semaine avec 1 mM de NH4

+. (A) Culture des racines 

d’A. thaliana en système  split-roots  pendant 5 jours. La moitié des racines sont en présence de 1 mM de NO3
- 

ou 1 mM de NH4
+ et l’autre moitié en absence d’azote. (B) Analyses cinétiques par northern blot du changement 

des niveaux des transcrits de AtNrt2.1 et AtAmt1.1 dans les racines cultivées en présence et en absence d’azote. 
Adapté de Gansel et al, 2001 

 

Figure I.13: Impact de la concentration en nitrate sur l’indice de nutrition azotée (NNI) 

L’expérience a été réalisée sur le génotype A17 de M. truncatula inoculé par Rhizobium meliloti (histogramme 

haché) ou Nod- (histogramme en points). Le NNI augmente progressivement avec les niveaux de concentrations 

en nitrate. En présence de la symbiose, à 5 et 10 mM de nitrate, NNI est égal à 0,95 et 1,1, respectivement, 

démontrant que la nutrition azotée est optimale. Cependant, quand les concentrations en nitrate sont inférieures à 

5 mM, NNI reste inférieur à 1 montrant ainsi que l’assimilation de l’azote est insuffisante malgré la fixation 

symbiotique. 

Extrait de Moreau et al, 2008 



Chapitre I 

 
77 

 Par ailleurs, une régulation systémique de la carence sur le transport de l’azote a lieu 

dans les plantes. En effet, chez A. thaliana, des expériences de  split-roots où une partie des 

racines d’une plante est soumise à une carence en azote alors que l’autre partie continue à être 

alimentée en azote (Figure I.12) montrent que la plante s’adapte à la carence locale en azote en 

augmentant l’expression de gènes de transport du nitrate dans la partie racinaire distale exposée 

à un milieu riche en nitrate. Ce phénomène de compensation systémique de la carence en azote 

est observé pour le nitrate mais pas pour l’ammonium (Gansel et al, 2001). Récemment, dans 

cette signalisation systémique, le rôle de petits peptides impliqués dans la signalisation, 

appartenant à la famille des gènes CEP (C-terminally encoded peptide) qui sont régulés par une 

limitation azotée (Delay et al, 2013), a été mis en évidence.  

 

 Chez les légumineuses, la carence azotée va favoriser la symbiose rhizobienne. Comme 

mentionné précédemment, chez M. truncatula, la symbiose ne permet pas de couvrir les besoins 

azotés de la plante. En effet, lorsque les plantes de M. truncatula sont inoculées par Rhizobium 

meliloti et cultivées sur un milieu où la concentration en nitrate est inférieure à 5 mM, l’indice 

de nutrition azoté (NNI) qui mesure le statut azoté de la plante est inférieur à 1 suggérant ainsi 

que la fixation symbiotique est insuffisante pour satisfaire l’exigence azotée de la plante (Figure 

I.13) (Moreau et al, 2008). 

 

 Comme chez A. thaliana, des expériences de split-roots ont montré qu’il existait chez 

M. truncatula un phénomène de compensation systémique de la carence en azote imposée 

localement à une partie des racines par augmentation de l’acquisition de l’azote dans les racines 

distales et que sur des temps courts (quelques jours), ce phénomène ne s’observait que pour le 

nitrate et pas pour l’ammonium et N2 (Ruffel et al, 2008). Dans des expériences à plus long 

terme (Jeudy et al, 2010), la carence en N2 locale conduit à une stimulation de la croissance des 

nodosités existantes et la formation de nouvelles nodosités permettant de compenser la carence 

locale en N2. Une régulation locale et une régulation systémique liée au statut azoté s’exercent 

sur le développement de novo de la nodosité.  

 Chez M. truncatula, plus d’une dizaine de gènes CEP ont été identifiés dont une majorité 

est induite par la limitation en azote. Le peptide MtCEP1 inhibe le développement des racines 

latérales et stimule la formation de nodosités (Imin et al, 2013) tout en rendant la nodulation 

moins sensible à la répression par le nitrate. 
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 1.5 Implication de l’azote dans les défenses immunitaires 

 

  a. Fertilisation azotée et maladies 

 De nombreuses études agronomiques indiquent que la disponibilité en azote influence 

la résistance des plantes aux maladies (Huber & Watson, 1974; Dordas, 2008). Cependant, cet 

effet est très variable selon les cas et pourrait en partie être corrélé au mode de vie de l’agent 

pathogène. En effet, la fertilisation azotée augmente la sensibilité des plantes aux agents 

pathogènes biotrophes alors qu’elle diminue chez les plantes infectées par des agents 

pathogènes nécrotrophes (Snoeijers et al, 2000; Mittelstrass, 2006; Dordas, 2008). Chez la 

pomme de terre par exemple, des résultats contradictoires sont observées entre Phytophthora 

infestans (hémibiotrophe) et Alternaria solani (nécrotrophe). En effet, la fertilisation azotée 

augmente la résistance des plantes à A. solani  alors que les plantes deviennent plus sensibles à 

P. infestans. De plus, il a été montré qu’en limitation azotée, A. thaliana est plus sensible à la 

bactérie Erwinia amylovora alors que cette même limitation provoque une augmentation de la 

résistance de la plante au champignon nécrotrophe B. cinerea (Fagard et al, 2014). D’autres 

facteurs entrent en jeu concernant le rôle de l’azote sur les maladies et pourraient expliquer en 

partie les résultats contradictoires observés dans la littérature. Lecompte et al, (2010) ont 

montré que l’impact de la disponibilité en azote sur la sensibilité de la plante à B. cinerea était 

dépendant de la virulence de la souche utilisée. Les effets positifs ou négatifs de l’azote sur le 

développement des maladies sont également observés au niveau intraspécifique comme chez le 

riz. Dans ce cas, les différences observées de susceptibilité au champignon pathogène 

Magnaporthe oryzae pourraient être en partie expliquées par la variabilité de l’efficacité 

d’utilisation de l’azote (Ballini et al, 2013). Tous ces résultats indiquent que l’impact de la 

fertilisation azotée sur la maladie des plantes est complexe et nécessite une étude plus poussée 

des mécanismes impliqués dans la modulation de la résistance par l’azote. 

 

  b. Effet de l’azote sur les réponses de défense des plantes 

 La fertilisation azotée peut affecter les interactions plante-agent pathogène en perturbant 

les réponses de défense de la plante. Suite à l’attaque de la plante par un microorganisme, celle-

ci diminue temporairement l’investissement énergétique alloué à la croissance au profit de la 

défense (Vos et al, 2013). Ce changement dans le métabolisme est appelé compromis entre la 

croissance et la défense (Walters & Heil, 2007) et serait lié à la limitation des ressources de la 

plante entraînant une priorisation de leur utilisation soit pour les défenses soit pour la croissance  
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Agent pathogène 
nécrotrophe: Botrytis cinerea 

JA 

ET (gène ACC 
oxidase) 

ERF1 

Activation des gènes PR4, ASA1, OPRγ 

Condition azotée optimale 
Limitation en azote 

Augmentation de la sensibilité 

Protéine à activité antifongique 

Figure I.14 : La carence azotée entraîne une augmentation de la sensibilité de la tomate à l’agent 

pathogène nécrotrophe Botrytis cinerea 

En condition limitante en azote: 

- le gène ACC oxidase, impliqué dans la synthèse de l’éthylène, ainsi que le facteur de transcription ERF1 

(Ethylene Response Factor), sont réprimés, 

- les gènes anthranilate synthase 1 (ASA1), 2-oxophytodienoate réductase 3 (OPR3), et pathogenesis-

related 4 (PR4) sont également réprimés, 

- la plante devient plus sensible à B. cinerea.  

Adapté de Vega et al, 2015 
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selon les circonstances. Il peut être illustré, par exemple, par l’inhibition de la croissance 

lorsque les plantes sont traitées avec le PAMP Flg22, un peptide de la flagelline (Chinchilla et 

al, 2007). Un lien important existe donc entre nutrition et défense. En effet, des études utilisant 

des traceurs de carbone et d’azote ont montré que les flux métaboliques étaient altérés lors de 

la réponse immunitaire pour permettre la synthèse de composés de défense, suggérant ainsi une 

redirection du métabolisme (Engelsdorf et al, 2013; Ullmann-Zeunert et al, 2013). Une carence 

azotée chez le tabac entraîne une augmentation des phénylpropanoïdes liée à l’induction d’un 

grand nombre de gènes impliqués dans les étapes précoces de la biosynthèse de ces composés 

(Fritz et al, 2006). Cependant, la balance croissance/défense n’est pas une règle générale et la 

synthèse de certains composés de défense peut être, au contraire, stimulée dans des conditions 

où la croissance de la plante est favorisée (Massad et al, 2012). 

 Les mécanismes régissant l’équilibre entre croissance et développement sont fortement 

dépendants des phytohormones (Huot et al, 2014). En effet, comme décrit précédemment, les 

phytohormones représentent des molécules de signalisation essentielles pour les réponses 

immunitaires (voir 1.1 b, Pieterse et al, 2012) et la croissance. Une influence réciproque existe 

entre le SA et le JA, phytohormones jouant un rôle essentiel dans les réponses de défense, et 

l’auxine, les brassinostéroïdes et les gibbérellines, phytohormones impliquées dans la 

croissance. Par exemple, le SA provoque une répression globale des gènes liés à l’auxine (Wang 

et al, 2007a). Réciproquement, il a été montré qu’un fort signal auxine affectait les défenses 

médiées par le SA (Robert-Seilaniantz et al, 2011). De façon intéressante, une carence azotée 

(Yaeno & Iba, 2008) ou une baisse d’activité nitrate réductase liée à des défauts d’activation de 

la NR par sumoylation (Park et al, 2011) augmente les teneurs en SA des plantes ainsi que la 

résistance à des agents pathogènes bactériens. Les effets de l’azote sur les teneurs en SA 

semblent être régulés en partie par le gène BAH1/NLA, codant pour ubiquitine ligase E3, qui 

contrôlerait la production de SA en réprimant les niveaux basaux et induits de cette hormone 

(Yaeno & Iba, 2008). D’autres études ont montré que la synthèse d’ET peut être influencée par 

la disponibilité en azote (Khan et al, 2015 pour revue). Récemment, une étude transcriptomique 

chez la tomate infectée par B. cinerea en limitation azotée, conduisant à une augmentation de 

la sensibilité de la plante, a mis en évidence le rôle de l’ET et du JA. En effet, le facteur de 

transcription ERF1, associé à la réponse JA/ET, est induit en réponse à B. cinerea en condition 

azotée suffisante alors qu’il est réprimé en limitation en azote (Vega et al, 2015). Ces 

phytohormones semblent donc jouer un rôle clé dans le métabolisme azoté et dans la défense 

contre B. cinerea chez la tomate (Figure I.14). 
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  c. Effet de l’azote sur la virulence de l’agent pathogène 

 Plusieurs processus importants pour l’infection sont activés lorsque certains agents 

pathogènes sont cultivés sous limitation en azote in vitro ou sur des sources d’azote peu 

favorables. Par exemple, Horst et al, (2012) ont montré que le développement de la forme 

filamenteuse du basidiomycète Ustilago maydis, qui est nécessaire pour l’infection, est stimulé 

par une carence azotée. L’expression des effecteurs impliqués dans la virulence de certains 

champignons ou oomycètes peut être également augmentée sous limitation azotée (Bolton & 

Thomma, 2008). La source d’azote utilisée dans le milieu va avoir un impact sur la virulence 

de l’agent pathogène. En effet, lorsque la source azotée est de l’ammonium, les espèces 

fongiques Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum et Magnaporthe oryzae n’arrivent pas 

à pénétrer la membrane, ce qui s’expliquerait par la répression de facteur de virulence 

provoquée par l’ammonium (López-Berges et al, 2010). Toutefois, l’effet de la source azotée 

sur la virulence dépend de l’agent pathogène. En effet, en condition pauvre en ammonium, la 

production de pectinases au cours de l’infection par Erwinia chrysanthemi est réprimée 

(Hugouvieux-Cotte-Pattat et al, 1992). 

 

 De façon intéressante, la régulation de la virulence de l’agent pathogène par l’azote 

semble faire intervenir dans certains cas des régulateurs généraux du métabolisme azoté qui 

sont bien connus chez les organismes modèles Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans 

et Neurospora crassa (Marzluf, 1997). Différentes études ont montré que les sources d’azote 

préférentiellement assimilables sont l’ammonium, la glutamine et le glutamate. Mais les 

sources secondaires telles que le nitrate, les acides aminés et les protéines peuvent être utilisées 

lorsque les sources primaires ne sont pas disponibles. L’utilisation des sources azotées 

secondaires est alors hautement contrôlée par des régulateurs transcriptionnels qui induisent 

l’expression de gènes codant les enzymes nécessaires pour métaboliser ces sources d’azote. Par 

exemple, les facteurs de transcription AreA/Nit2 appartenant à la famille des facteurs de 

transcription GATA (Caddick et al, 1986; Stewart & Vollmer, 1986), interviennent dans la 

régulation des gènes impliqués dans le transport et le catabolisme des sources azotées 

secondaires (Bolton & Thomma, 2008). Un mutant déficient areA, chez plusieurs espèces de 

champignons, montre une pathogénicité réduite, indiquant que la perception d’un 

environnement limité en azote par l’agent pathogène dans la plante peut contribuer à sa 

virulence et à son adaptation métabolique (Snoeijers et al, 2000) 

 La protéine kinase TOR (target of rapamycin) est connue pour réguler la croissance 

cellulaire des eucaryotes en réponse à la disponibilité en nutriments et en particulier l’azote (De 
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Virgilio & Loewith, 2006; Rohde et al, 2008). Chez Fusarium oxysporum, il a été montré que 

des fonctions de virulence sont réprimées par des sources d’azote favorables (la glutamine) qui 

exerceraient leurs effets en activant TOR (López-Berges et al, 2010). 

 

  d. Rôle des transporteurs d’azote dans l’interaction plante-agent pathogène 

 Comme précisé précédemment (partie 1.3 b), certaines protéines de la famille des 

transporteurs NRTβ et NPF permettent l’absorption du nitrate. La perception du nitrate et son 

transport ont un impact sur les réactions de défense. Des gènes NRT2 ont été identifiés comme 

étant impliqués dans les réponses de défense des plantes. Camañes et al, (2012a) ont montré 

que l’altération d’un gène de la famille NRTβ diminue la sensibilité de la plante à la bactérie 

Pseudomonas syringae. Plusieurs approches ont permis de mieux comprendre les mécanismes 

responsables de ce phénomène. Tout d’abord, l’utilisation du double mutant nrt2.1 sid2.1, 

affecté dans la voie de biosynthèse du SA, a permis de montrer que le priming de la voie de 

signalisation du SA était nécessaire pour la réduction de sensibilité liée à la perte de fonction 

NRT2.1. De plus, le mutant nrt2.1 montre une perturbation de la sensibilité induite par la 

coronatine, un effecteur de P. syringae (Camañes et al, 2012b). Cette modification de la 

résistance liée à une mutation dans NRTβ.1 n’est donc pas seulement due au priming de la voie 

SA mais également à une sensibilité plus réduite à la coronatine, corrélée à une perte de la 

production d’H2O2 induite par cet effecteur. Enfin, le statut métabolique du mutant avant 

l’infection (accumulation de niveaux plus élevés d’acides aminés aromatiques et de 

phénylpropanoïdes) pourrait contribuer à la diminution de la sensibilité. Ces résultats sont 

confortés par l’analyse transcriptomique qui montre que les gènes impliqués dans la synthèse 

de SA et des acides aminés aromatiques sont différentiellement exprimés entre le mutant nrt2.1 

et la plante sauvage (Camañes et al, 2012b). Ce mutant est également plus résistant au 

champignon nécrotrophe Plectosphaerella cucumerina, ce qui pourrait suggérer que ce 

mécanisme est commun aux interactions plantes agents pathogènes (Gamir et al, 2014). 

  

 Le gène NRT2.6 joue un rôle dans la résistance d’A. thaliana à la bactérie Erwinia 

amylovora. En effet, le mutant invalidé nrt2.6 devient plus sensible à cette bactérie. Cette 

augmentation de sensibilité est corrélée avec la diminution de l’accumulation d’H2O2 

(Dechorgnat et al, 2012). Mais les défauts d’accumulation d’H2O2 chez ce mutant ne sont pas 

seulement mis en évidence lors de l’attaque de l’agent pathogène mais également révélés 

lorsque les plantes sont traitées avec un herbicide suggérant un rôle de NRT2.6 dans la 

production d’H2O2, en réponse à des stress biotiques et abiotiques.  
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Figure I.15: Biosynthèse des anthocyanes et des phytoalexines issues de la 

phénylalanine 

La phénylalanine ammonia lyase (PAL) est une enzyme clé de la voie des 

phénylpropanoïdes qui peut conduire à de nombreuses classes de composés. Les 

enzymes nécessaires à la synthèse des flavonoïdes sont: CHS, chalcone synthase; CHI, 

chalcone isomérase; F3H, flavanone-3 -hydroxylase; DFR, dihydroflavonol-4-

réductase; LDOX, leucoanthocyanidine dioxygénase. Les enzymes spécifiques des 

différents composés flavonoïdes sont: UFGT, UDP-glycolyse:flavonoïde-3-O-

glycosyl transférase pour la synthèse des anthocyanes. L’isoflavone synthase (IFS) 

permet la synthèse d’isoflavones précurseurs des phytoalexines.  
Adapté de Yu et al, 2000; 
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Coumaroyl-CoA 
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Malonyl-CoA 

Isoflavanones 
(Daidzéine) 
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 (Luzerne et pois chiche) 

Glycéolline 
 (Soja) 

IFS 

Glutamate 
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Figure I.16 : Synthèse du glutathion, un antioxydant lors de la formation de ROS 

γ-GCS, -Glutamyl cystéine synthétase; GS, glutathion synthétase; GR, glutathion réductase; GPx, glutathion 

peroxidase; DHAR, déhydroascorbate réductase. 

Adapté de Liu et al, 2015 



Chapitre I 

 
85 

Le lien moléculaire entre NRT2.6 et la production de ROS n’a pas encore été mis en évidence. 

 

 D’autre part, le mutant perte de fonction de amt1.1, transporteur d’ammonium à haute 

affinité, entraîne une réduction de sensibilité à P. syringae et à Plectosphaerella cucumerina. 

Les mécanismes aboutissant à la résistance de ce mutant aux agents pathogènes semblent être 

dépendants du mode de vie de ces derniers. En effet, une carence azotée provoque une 

augmentation de la sensibilité d’amt1.1 à P. syringae alors qu’aucun effet de la carence n’est 

observé pour P. cucumerina. Les modifications métaboliques d’amt1.1 observées lors de 

l’infection par P. syringae, et qui sont corrélées avec la diminution de la sensibilité de la plante 

hôte, sont limitées à la voie des phénylpropanoïdes, alors que la diversité des réponses 

métaboliques de ce mutant contre P. cucumerina est beaucoup plus large, mettant en jeu des 

niveaux plus élevés de callose et de camalexine. Ces résultats indiquent que AMT1.1 pourrait 

jouer un double rôle, étant impliqué à la fois dans l’absorption de l’azote et comme régulateur 

négatif des réponses immunitaires des plantes (Pastor et al, 2014). 

 

  e. Stress biotique et métabolisme des acides aminés 

 De nombreuses études démontrent la modification des concentrations de certains acides 

aminés suite à l’infection par un microorganisme, mais aucune d’entre elles ne permet de 

donner une règle claire de l’effet de cette modification lors de l’interaction. Par exemple, la 

proline est accumulée dans les feuilles d’A. thaliana en réponse à P. syringae (Fabro et al, 

2004). L’accumulation de lysine et d’asparagine est observée dans les feuilles malades 

d’aubergine suite à l’infection par la bactérie Candidatus Phytoplasma asteris alors que les 

niveaux d’histidine et d’arginine sont diminués (Das & Mitra, 1993). 

 

 ● Les acides aminés, des précurseurs des molécules de défense: 

 Les molécules impliquées dans la défense des plantes sont dépendantes du métabolisme 

des acides aminés. Les phytoalexines et les anthocyanes, par exemple, sont issues de la 

phénylalanine (Figure I.15). L’arginine peut servir de précurseur pour former du NO et des 

polyamines (Winter et al, 2015, pour revue). Les antioxydants, comme le glutathion, dérivent 

des acides aminés tels que la cystéine, le glutamate et la glycine (Figure I.16). Dans les 

nodosités, l’inhibition de la GS par le NO permettrait au glutamate d’être utilisé pour la synthèse 

de glutathion, permettant ainsi de neutraliser les effets délétères des espèces réactives de l’azote 

(Melo et al, 2011). 
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Figure I.17: Interconnexions entre le métabolisme glutamine, redox et SA 

Les cercles rouges correspondent au rôle dynamique de LHT1 et de son substrat, la glutamine (Gln) 

qui supprime la mort cellulaire au cours de l’infection par un agent pathogène. Dans le chloroplaste, la 

glutamine inhibe la production de ROS qui induit la mort cellulaire dépendante de la voie SA (par 

l’activation de PAD4). epi, épiderme de la cellule; apo, apoplaste; mes, mésophylle; chl, chloroplaste. 

Adapté de Liu et al, 2011 
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 Récemment, des liens entre l’accumulation d’acides aminés et le statut rédox ont été mis 

en évidence. Liu et al, (2010) ont montré le rôle du transporteur LHT1 (lysine histidine 

transporteur 1) dans la résistance d’A. thaliana à de nombreux agents pathogènes. En effet, un 

mutant perte de fonction lht1 améliore la résistance à Pseudomonas syringae, Colletotrichum 

higginsianum et Erysiphe cichoracearum liée à une activation de la voie de signalisation du SA 

et une augmentation de production de NO/H2O2 dans les feuilles. Une diminution des 

concentrations de tous les acides aminés, en particulier de la glutamine, alanine et proline, est 

observée dans les feuilles de ce mutant. Cet effet métabolique est corrélé avec le fait que LHT1 

serait impliqué dans le transport de l’alanine et de la glutamine (Svennerstam et al, 2007). 

L’utilisation d’un inhibiteur de la GS et d’un mutant hyper-sécréteur de glutamine a permis de 

montrer une corrélation entre la diminution des quantités de glutamine et l’activation des 

réponses de défense (Liu et al, 2010). En particulier, la glutamine, qui est l’un des principaux 

substrats de LHT1, a un effet inhibiteur sur l’accumulation d’H2O2. Les auteurs ont alors 

suggéré que le métabolisme azoté, et en particulier le métabolisme de la glutamine, pouvait 

moduler les réponses de défense des plantes en jouant sur le statut redox (Figure I.17).  

 

 ● Adaptation de l’agent pathogène et manipulation du métabolisme de l’hôte: 

 Les acides aminés préférentiellement utilisés par les agents pathogènes sont souvent 

ceux accumulés spécifiquement dans la plante lors de la maladie. Plusieurs explications à cela 

sont possibles. Les microorganismes pourraient s’être adaptés pour utiliser les acides aminés 

synthétisés par la plante. La coévolution entre la plante et l’agent pathogène aurait conduit, dans 

le cas d’une interaction compatible, à l’adaptation de l’agent pathogène aux ressources 

nutritionnelles de l’hôte. Le GABA, accumulé lors de l’interaction et participant à la réponse 

de défense de la plante, est la source préférentielle d’azote de Cladosporium fulvum (Solomon 

& Oliver, 2001, 2002). De même, la bactérie P. syringae pv. tomato semble avoir une 

préférence nutritionnelle pour le GABA, l’aspartate, le glutamate et la glutamine, formes 

majeures d’acides aminés présentes chez la plante hôte, ce qui suggère une adaptation de l’agent 

pathogène aux ressources azotées de l’hôte (Rico & Preston, 2008). Le mode de vie de l’agent 

pathogène peut influencer sa préférence nutritionnelle. En effet, les mutants d’A. thaliana rsp1 

et rsp2, dont l’homéostasie des acides aminés est perturbée puisqu’ils montrent une sur-

accumulation des acides aminés dérivés de l’acide aspartique (méthionine, thréonine et 

isoleucine), sont moins sensibles à Hyaloperonospora arabidopsidis. Cependant, ces deux 

mutants restent sensibles à un autre agent pathogène biotrophe Golovinomyces orontii. De plus, 

les auteurs ont montré que la thréonine permettait de supprimer la colonisation de H. 
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arabidopsidis mais pas de G. orontii (Stuttmann et al, 2011) suggérant que le statut métabolique 

de la plante hôte peut influencer la gamme d’agents pathogènes biotrophes. Il est également 

possible que les agents pathogènes puissent manipuler le métabolisme de l’hôte. Le 

métabolisme des acides aminés et les interactions plante-agent pathogène semblent donc avoir 

une connexion plus complexe qu’une simple relation trophique. 

 

 ● Remobilisation de l’azote dans la plante: 

 Les modifications des teneurs en acides aminés observée lors de l’infection par un agent 

pathogène peuvent être liées à un phénomène de remobilisation de l’azote induite lors de 

l’interaction. En effet, les acides aminés tels que le GABA, la proline, l’arginine, la glutamine 

et l’asparagine sont impliqués dans le recyclage, la remobilisation et la translocation de l’azote 

dans les plantes. Des études ont montré, une diminution de l’activité de la GS totale liée à une 

diminution de la protéine GS2 et une augmentation de la GS1 impliquée dans la remobilisation 

de l’azote (Pérez-Garcia et al, 1998) et l’induction de l’asparagine synthétase chez la tomate 

infectée par P. syringae (Olea et al, 2004) suggérant l’activation du transfert de l’ammonium 

issu du catabolisme des protéines vers la production d’asparagine, forme de mobilisation de 

l’azote. Les enzymes du métabolisme azoté semblent participer à la signalisation des défenses 

chez la plante. En effet, certaines données suggèrent que l’induction des gènes de remobilisation 

de l’azote en réponse à l’infection est modulée en parallèle à des gènes de défense. Tavernier 

et al, (2007) ont montré que l’expression de GS1, induite au cours de l’infection du haricot par 

C. lindemuthianum, est corrélée aux expressions des gènes de défense PAL3 et CHS, suggérant 

alors le rôle de GS1 dans la défense des plantes. Chez un mutant de tomate, il a été montré de 

même qu’une sur-activation au temps opportun, du cycle GS/GOGAT et du shunt GABA 

maintient la viabilité cellulaire et le ralentissement de la sénescence dans le site d’invasion 

primaire (Seifi et al, 2013) permettant ainsi d’augmenter la résistance de la plante à B. cinerea.  
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CAESALPINIEAE 

galegoids 

Figure I.18: Relation phylogénétique chez les Fabacées (légumineuses) 

Les légumineuses ont été divisées en trois grands groupes de taille inégale sur la base des principaux caractères 

morphologiques, en particulier les fleurs. Les encadrés rouges correspondent aux trois sous familles: 

Césalpiniées, Mimosacées et Papilionacées. Les encadrés bleus correspondent aux deux clades majoritaires des 

Papilionacées: Phaséolides et Galégoïdes.                                                                  Adapté de Doyle & Luckow, 2003 

 

Figure I.19: Relation phylogénétique 

chez les Papilionacées 

Les encadrés orange mettent en évidence la 

proximité génétique existant entre M. 

truncatula et les espèces cultivées M. sativa 

et P. sativum. 

Adapté de Zhu et al, 2005 
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 1.6 Pathosystème: Medicago truncatula/Aphanomyces euteiches 

 
  a. La légumineuse Medicago truncatula 

 Les légumineuses sont définies par leur structure florale spécifique, la cosse de leur fruit 

et surtout leur aptitude (88 % des espèces examinées) à former des symbioses fixatrices d’azote 

avec les bactéries de la famille des Rhizobiacées (De Faria et al, 1989). Les fabacées comptent 

environ 20 000 espèces (Gepts et al, 2005), réparties en 3 sous-familles : les Césalpiniées, les 

Mimosacées et les Papilionacées (Doyle & Luckow, 2003) (Figure I.18). Elles ont colonisé des 

milieux variés sur tous les continents. Les légumineuses cultivées appartiennent aux 

Papilionacées et se répartissent majoritairement en deux clades : les Phaséolides, d’origine 

tropicale (comme le soja Glycine max et le haricot commun Phaseolus vulgaris par exemple) 

et les Galégoïdes d’origine tempérée (comme le pois Pisum sativum, la lentille Lens culinaris,  

la luzerne pérenne Medicago sativa et la luzerne sauvage, non cultivée, Medicago truncatula) 

(Figure I.18). 

 

 Nous avons choisi pour nos travaux M. truncatula, l’espèce modèle des légumineuses. 

D’un point de vue phylogénétique, M. truncatula est proche des principales légumineuses 

cultivées, notamment de M. sativa et du pois (Figure I.19) (Zhu et al, 2005; Aubert et al, 2001) 

et plusieurs agents pathogènes (champignons, oomycètes, bactéries et virus), qui attaquent les 

légumineuses cultivées, ont M. truncatula comme plante hôte (Tivoli et al, 2006; Rose, 2008). 

Cette légumineuse modèle présente des caractéristiques permettant et facilitant les analyses 

génétiques et moléculaires. M. truncatula est une espèce diploïde (2n = 16) et autogame. Son 

génome, séquencé (Young et al, 2011), est considéré comme de petite taille, 550 Mpb soit 

environ 4 fois celui d’A. thaliana (Blondon et al, 1994). Des outils génétiques tels que des cartes 

génétiques et RILs, le développement de ressources pour des études de génétique d’association 

par séquençage d’environ β00 accessions de M. truncatula (projet hapman 

http://www.medicagohapmap.org/) ont été générés par plusieurs laboratoires (Thoquet et al, 

2002; Choi et al, 2004; Julier et al, 2007) ainsi que des outils génomiques tels que des bases de 

données compilant les données d’expression de gènes (https://genevestigator.com; 

http://mtgea.noble.org/v3/), des banques de mutants sont disponibles (ex: les mutants 

d’insertion Tnt1, http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php) et M. truncatula présente 

l’avantage d’être transformable par Agrobacterium rhizogenes et tumefaciens (Boisson-Dernier 

et al, 2001). En particulier les systèmes de culture de racines transformées et de plantes 

composites générées par transformation avec A. rhizogenes permettent d’étudier les interactions  

https://genevestigator.com/
http://mtgea.noble.org/v3/
http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php
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Figure I.21: Arbre phylogénétique des oomycètes 

Extrait de Gaulin et al, 2007 

 

Oomycètes 

Figure I.20: Arbre phylogénétique des eucaryotes 

Adapté de Lecointre & Le Guyader, 2006 
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symbiotiques mycorhiziennes et agents pathogènes. 

 

  b. L’oomycète Aphanomyces euteiches 

 Les oomycètes sont un groupe taxonomique d’organismes eucaryotes filamenteux 

(Figure I.20) et regroupent plusieurs centaines d’espèces parasites d’animaux ou de plantes. 

Les espèces d’oomycètes dont l’impact est le plus important au niveau économique sont les 

espèces phytopathogènes telles que Phytophthora infestans, responsable de la grande famine 

de 1845 à 1846 en Irlande, détruisant la production de pomme de terre; Plasmopara viticola, 

d’origine nord-américaine, qui a fait son apparition en France en 1878 et qui dévasta le vignoble 

européen; ou encore Phytophthora citrophthora qui ravagea les plantations d’agrumes dans tout 

le bassin Méditerranéen à la même époque. Le genre Aphanomyces est pour sa part, selon les 

espèces, responsable de maladies affectant soit des animaux, comme Aphanomyces astaci 

responsable de la peste de l’écrevisse (Alderman, 1996), soit des végétaux comme 

Aphanomyces cochlioides qui est l’une des causes de pourriture racinaire chez la betterave, ou 

encore Aphanomyces euteiches, responsable de la fonte des semis et de la pourriture racinaire 

chez différentes légumineuses (Papavizas & Ayers, 1974; Gaulin et al, 2007) (Figure I.21). 

Parmi les espèces susceptibles d’être infectées par A. euteiches, on retrouve le pois, la lentille, 

la luzerne pérenne, la fève (Vivia faba), le pois chiche (Cicer arietinum) et le lupin (Lupinus 

vulgaris) (Hughes & Grau, 2007; Moussart et al, 2008). 

 

 ● Moyens de lutte contre A. euteiches : 

 A. euteiches est considéré comme l’agent pathogène entraînant le plus de dégâts chez le 

pois dans de nombreux pays, provoquant une perte pouvant atteindre plus de 80 % des récoltes 

chaque année. Décrite pour la première fois par Jones & Drechsler, (1925) dans la région du  

Midwest aux Etats-Unis, la pourriture racinaire du pois s’est ensuite étendue à toutes les régions 

américaines productrices de pois (Papavizas & Ayers, 1974). En France, la zone majeure où se 

localise la maladie coïncide avec les zones de production intensive du pois, comme le Bassin 

Parisien et la partie Ouest de la Bretagne. A ce jour, aucun traitement efficace contre A. 

euteiches n’est disponible. Cependant, il existe des moyens préventifs basés sur l’évaluation du 

risque infectieux comme le test Aphanomyces (Moussart et al, 2006). Ce test consiste en 

l’analyse du « Potentiel infectieux » (PI) d’un ensemble d’échantillons de terre issu d’une 

parcelle. Il est exprimé par une note d’Indice de Nécrose Racinaire (INR) observé sur les racines 

d’une plantule de pois dans des conditions de température et d’humidité optimales pour le 

développement de la maladie, sur une échelle de 0 (Absence d’A. euteiches) à 5 (échantillon  
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Figure I.22: Diagramme illustrant le cycle de vie d’Aphanomyces euteiches 

Lors de la reproduction sexuée, la fécondation d’une oogone par une anthéridie, mène à la production 

d’oospores . Ces structures, constituant la forme principale de conservation du parasite hors de la 

plante hôte, peuvent persister jusqu’à 10 ans dans le sol (Papavizas & Ayers, 1974). Lorsqu’une plante 

hôte est présente, les oospores peuvent germer et le cycle de vie de l’agent pathogène peut être 

complété. La reproduction asexuée commence par la germination de l’oospoore qui va former un hyphe 

sporogène , produisant le sporange  qui peut libérer plus de 300 zoospores biflagellées  (Scott, 

1961). Celles-ci sont mobiles dans l’eau du sol et représentent la forme principale de dissémination à 

court terme de l’agent pathogène. Les zoospores sont attirées par chimiotactisme par la punetine, un 

flavonoïde présent dans les exsudats racinaires du pois (Sekizaki et al, 1993). Une fois au contact de 

l’hôte, les zoospores perdent leurs flagelles puis s’entourent d’une paroi en formant un kyste . Les 

kystes germent  en produisant un hyphe infectieux  qui pénètre dans la racine. Dans les tissus 

racinaires, les hyphes coenocytiques se développent de façon majoritairement intercellulaire 

(Badreddine et al, 2008; Djébali et al, 2009) et formeront, après quelques jours, les appareils 

reproducteurs: l'anthéridie et l'oogone . L’anthéridie pénètre l'oogone avec les tubes de fertilisation, 

qui fournissent les noyaux mâles à l'oogone, ayant pour résultat la formation des oospores diploïdes 

.                                                                                         
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fortement infesté). Lorsque l’agent pathogène est présent mais en très faible quantité (PI < 1), 

la culture du pois (hiver ou printemps) est possible en sécurisant les rendements (semer si 

possible en sol ressuyé, ne pas irriguer avant floraison). Si les parcelles sont infestées (PI < 2,5), 

une culture de pois d’hiver peut être envisagée. Dans les parcelles très infestées (PI > 2,5), il 

est conseillé de cultiver des espèces comme la féverole, le lupin et le soja, qui sont très résistants 

à la maladie (http://www.unip.fr/pois/maladies/aphanomyces-euteiches.html). 

 

 ● Cycle de développement d’A. euteiches : 

 Le cycle de développement se déroule dans le système racinaire de la plante hôte, mais 

le  mycélium peut aussi coloniser les parties aériennes (Levenfors, 2003). Il inclut deux phases 

de reproduction, sexuée et asexuée (Figure I.22). Les détails du mode d'infection par ce parasite 

restent encore mal connus. En effet, aucune structure similaire aux structures de pénétration 

(appressorium) ou d'invasion (haustorium) connues chez les champignons, n'a été mise en 

évidence à ce jour (Kjøller & Rosendahl, 1998). A. euteiches est considéré comme un 

hémibiotrophe (Franken et al, 2007), commençant par une phase biotrophe avant de devenir 

nécrotrophe. 

 

 ● Symptômes provoqués par A. euteiches : 

 Les symptômes de la maladie se déclarent dans les 10 jours après inoculation (Hughes 

& Grau, 2007) (Figure I.23). A l’échelle de la parcelle pour les cultures de pois, les symptômes 

de cette maladie se manifestent par un jaunissement des plantes. La dissémination d’A. 

euteiches se fait horizontalement par l’eau à partir des foyers d’infestation. Les plantes infectées 

qui arrivent au terme de leur cycle végétatif produisent un nombre faible de gousses avec des 

petites graines. Cet agent pathogène peut également entraîner la mort de la plante avant la 

production de gousses, dans le cas où le sol est fortement infesté et lorsque les conditions 

climatiques sont favorables (Gilbert et al, 2003). Les symptômes les plus accentués ont été 

observés sur les parcelles avec un faible drainage d’eau résultant d’une texture du sol très 

argileuse et/ou d’une irrigation excessive. A. euteiches se développe entre 14 °C et 18 °C, il est 

cependant plus destructeur si la température atteint 28 °C avec un temps humide ou pluvieux. 

 

 ● Impact des sources d’azote sur A. euteiches: 

 Le nitrate, en règle générale, n’est pas utilisé par A. euteiches (Papavizas & Davey, 

1960). Dans les sols non stériles, le nitrate réprime l’infection alors que l’ammonium (NH4
+) 

 

http://www.unip.fr/pois/maladies/aphanomyces-euteiches.html
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Figure I.23: Symptômes provoqués par Aphanomyces euteiches (15 jours après 

infection) sur le génotype tolérant A17 et le génotype sensible F83005.5 de Medicago 

truncatula 

Les premiers symptômes commencent à apparaître sur les racines qui deviennent de couleur 

jaunâtre puis prennent une teinte brune. La maladie progresse ensuite vers la partie aérienne 

provoquant la chlorose des cotylédons et la nécrose de l’épicotyle. 
Extrait de Gaulin et al, 2007 
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l’augmente (Carley, 1969). L’augmentation de l’infection dans les sols contenant du NH4
+ 

résulterait d’un effet sur l’agent pathogène plutôt qu’un effet sur l’augmentation de la sensibilité 

de la plante hôte. En effet, dans un sol stérile, quelle que soit la forme d’azote, il n’y a pas de 

différence observée sur la sévérité de la maladie, alors que dans un sol non stérile, le NO3
- 

supprime la pourriture racinaire. Ceci indique que des mécanismes biologiques antagonistes 

suppriment l’activité de l’agent pathogène dans un sol naturel. Cela pourrait être une 

compétition directe pour l’azote entre les différents microorganismes (Carley, 1969). In vitro, 

les acides aminés peuvent être utilisés comme source d’azote pour A. euteiches. En effet, 

l’asparagine ou le glutamate (Papavizas & Davey, 1960), ainsi que la glutamine et l’aspartate 

peuvent servir de source azotée pour A. euteiches (Lumsden et al, 1970). Cependant, la 

croissance est généralement moins rapide avec ces acides aminés seuls qu’avec un mélange  

d’acides aminés ou avec de la peptone (Papavizas & Davey, 1960).  

 

  c. L’interaction Medicago truncatula/Aphanomyces euteiches  

 Le pathosystème constitué de la légumineuse modèle M. truncatula et l’oomycète A. 

euteiches a été mis au point il y a une dizaine d’années (Nyamsuren et al, 2003) et a été sujet à 

de nombreuses études depuis. 

 Les travaux de Colditz et al, (2004, 2005, 2007) ont permis entre autres d’identifier 

l’induction de la protéine PR-10 dans les racines de M. truncatula suite à l’infection par A. 

euteiches. Cette protéine semblerait jouer un rôle dans la sensibilité de M. truncatula à A. 

euteiches. En effet, elle réprime d’autres protéines PR, telle que PR-5 qui est supposée 

augmenter la résistance de M. truncatula. Plus récemment, Djébali et al, (2009) ont montré que 

la plus grande résistance du génotype A17, tolérant à A. euteiches était corrélée à des divisions 

plus fréquentes des cellules du péricycle, un dépôt de lignine au niveau des cellules du péricycle 

et une accumulation des composés phénoliques solubles. Par ailleurs, lors de l’infection, il est 

observé une diminution des niveaux d’H2O2 dans les racines du génotype A17 plus précoce que 

celle observée dans les racines du génotype F83005.5. Il semblerait que ce composé n’ait pas 

un effet anti-microbien direct sur la résistance de M. truncatula à A. euteiches, mais qu’il serait 

impliqué dans le renforcement de la paroi cellulaire autour de la stèle de la racine afin de 

prévenir de l’invasion de l’agent pathogène dans les tissus vasculaires (Djébali et al, 2011). Des 

analyses transcriptomiques ont permis d’avoir une vue plus globale des réponses du génotype 

A17 à A. euteiches et montrent l’induction de plus de 1000 gènes, comme par exemple des 

gènes impliqués dans la signalisation JA (LOX, OPR), des gènes liés aux ROS (peroxidase, 

glutathion sulfotransférase…), des gènes codant une protéine PR, etc… La répression de 875 
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gènes est également observée tels que des gènes impliqués dans la dégradation ou le 

renforcement de la paroi cellulaire (polygalacturonase, pectine methyltestérase), des gènes 

impliqués dans l’organisation cellulaire (annexine) et dans le cycle cellulaire (cycline), un 

récepteur  (NFP) (Rey et al, 2013). Récemment, une analyse comparative des transcriptomes 

du pois infectés par deux oomycètes, A. euteiches ou Phytophthora pisi (Hosseini et al, 2015), 

a mis en évidence des réponse transcriptionnelles communes à ces deux agents pathogènes, 

impliquant l’activation de modifications pariétales, la régulation de la biosynthèse du JA et 

l’induction de la voie de signalisation de l’ET. Par contre l’induction de gènes codant pour les 

chalcones synthases, impliquées dans les étapes précoces de la biosynthèse de flavonoïdes et 

de gènes de la voie des auxines est spécifique à l’interaction avec A. euteiches, suggérant 

l’importance du métabolisme secondaire et des auxines dans la réponse immunitaire de la plante 

à cet agent pathogène. 

 Des données récentes montrent que la protéine NFP (Nod Factor Perception), qui est 

impliquée dans la perception de lipochitoolisaccharides (LCO) des facteurs Nod lors de la 

symbiose rhizobienne, peut jouer un rôle dans la résistance de M. truncatula à A. euteiches. Le 

mutant nfp, affecté dans le stade précoce de nodulation, devient plus sensible à A. euteiches 

tandis que le surexpresseur NFP entraîne une augmentation de la résistance. La mutation de 

NFP conduit à une modification de l’expression de 500 gènes, notamment des gènes associés à 

la résistance de la pénétration de l’agent pathogène (Rey et al, 2013). Ces études mettent en 

évidence un rôle potentiel de ce récepteur dans la perception, non seulement, des signaux 

symbiotiques (LCO) mais également des résidus N-acétylglucosamines des PAMPs pour la 

réponse immunitaire des plantes.  

 

 L’analyse génétique de la résistance de M. truncatula à A. euteiches a permis d’identifier 

un locus majeur associé à la résistance, AER1 (Pilet-Nayel et al, 2009). Ce QTL a été identifié 

dans une région riche en gènes de résistance. En parallèle à cette étude, Djébali et al, (2009) 

ont confirmé que ce QTL était impliqué dans l’expression de la résistance. Plus récemment, une 

étude par génétique d’association (GWAS) de M. truncatula a confirmé l’identification d’un 

gène codant pour une protéine F-box comme étant potentiellement impliqué dans la résistance 

de M. truncatula à A. euteiches (Bonhomme et al, 2014). L’analyse transcriptomique de deux 

lignées quasi-isogéniques, différant par l’état allélique du locus de résistance quantitative prAe1 

(partially resistant to A. euteiches 1), a montré que prAe1, à lui seul, conférait la résistance 

quantitative à A. euteiches. De plus, les auteurs ont montré que prAe1 est associé à l’expression 
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constitutive de gènes de défense et de signalisation, et qu’il régule les voies du métabolisme 

secondaire (Badis et al, 2015). 

  

 Du côté de l’agent pathogène, des études transcriptomiques ont été réalisées sur A. 

euteiches à partir d’ADNc obtenus à partir d’ARN extraits du mycélium issu d’un milieu 

artificiel (liquide) ou en contact avec des racines (Gaulin et al, 2008). Ces études ont montré de 

grandes différences concernant le contenu en gènes avec ceux des espèces de Phytophthora, 

conduisant à l’identification de voies de biosynthèse absentes chez Phytophthora. De nouveaux 

gènes de pathogénicité ont été identifiés et une expansion de la famille des gènes codant pour 

des protéines extracellulaires, notamment les différentes classes de protéases, a été mise en 

évidence. Parmi ces gènes, certains seraient impliqués dans l’adhésion et contiendraient des 

domaines semblables aux domaines de liaison de cellulose fongique. Une classe distincte 

d’effecteurs cytoplasmiques appartenant à la famille CRN (Crinkling and Necrosis), 

préalablement décrite chez P. infestans (Torto et al, 2003), a été détectée chez A. euteiches et 

montre une forte similarité avec les CRN5 et CRN13 de P. infestans. C’est la première fois que 

des gènes CRN ont été trouvés dans des organismes distincts des Péronosporales (A. euteiches 

appartient à l’ordre des Saprolégniales) suggérant ainsi que cette classe d’effecteurs joue un 

rôle important dans la pathogénicité des oomycètes. La comparaison des séquences avec les 

protéomes d’agents pathogènes eucaryotes entièrement séquencés, incluant les champignons, 

les sporozoaires et les trypanosomatidés, a permis l’identification de gènes orthologues proches 

de ces microorganismes, mais pas chez les autres oomycètes séquencés à ce jour, et suggère la 

présence d’un mécanisme de défense contre les stress oxydatifs qui a été initialement 

caractérisée chez les trypanosomatidés (Gaulin et al, 2008). 

 

 

  1.7 Objectifs 

 

 Mon projet de thèse s’inscrit dans la compréhension des effets de la nutrition de la plante 

sur son immunité. Nous nous sommes focalisés sur l’analyse de l’impact de la nutrition azotée 

de M. truncatula sur la résistance à A. euteiches, tout en prenant en compte la variabilité 

génotypique de la plante. Les résultats de cette étude ont permis de mettre en évidence une 

interaction entre le génotype et la nutrition azotée de la plante pour la résistance contre A. 

euteiches. 
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Croissance et développement de la plante Infection et sensibilité à A. euteiches 

Biomasse racinaire Nombre de plantes mortes 

Biomasse des parties aériennes % de cotylédons jaunes 

Taille de la racine I % de brunissement de la tige 

Nombre et taille des racines II % de brunissement de la racine 

  Quantification de l’agent pathogène (ELISA et qPCR) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau I.2: Mesure des symptômes 

Les biomasses racinaires et des parties aériennes sont mesurées lors de la récolte, soit 21 jours après 

infection. Les mesures des paramètres racinaires (taille et nombre) et le % de brunissement racinaire sont 

réalisés à 10 jours après infection. L’annotation des symptômes (nombre de plantes mortes, % de cotylédons 

jaunes et % de brunissement de la tige) et la quantification de l’agent pathogène sont réalisées à 21 jours 

après infection. 
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  2. Résultats 

 

 β.1 Effets des éléments nutritifs sur l’interaction M. truncatula/A. euteiches 

 

 Pour évaluer les effets de la nutrition sur l’interaction M. truncatula/A. euteiches, les 

plantes ont été cultivées sur différents milieux nutritifs. Les expériences ont été initiées avec le 

génotype A17, sur cinq milieux nutritifs différents : milieu complet (NPS) ; trois milieux 

carencés, un en nitrate (NØ), un second en soufre (SØ) et un dernier en phosphate (PØ); et un 

milieu où la source de nitrate est remplacée par une autre source d’azote, la glutamine (Gln). 

Après germination, les plantules sont repiquées sur ces différents milieux et infectées par A. 

euteiches. Celles-ci sont alors prélevées 21 jours après inoculation. Différents paramètres ont 

été mesurés (Tableau I.2). 

 

La figure I.24 montre les résultats obtenus pour le génotype A17 cultivé sur les cinq 

milieux nutritifs différents. Les graphiques A et B montrent respectivement les pourcentages 

de brunissement de la tige et de la racine primaire mesurés, 10 jours après infection. Le 

graphique C représente le niveau d’agent pathogène détecté 21 jours après infection, dans les 

racines du génotype A17, par test ELISA, grâce au sérum polyclonal de lapin dirigé contre A. 

euteiches (Slezack et al, 1999). Dans l’ensemble, une corrélation entre ces différents paramètres 

mesurés est observée. Ainsi, par exemple, un fort pourcentage de brunissement de la tige est 

souvent corrélé à un fort pourcentage de brunissement de la racine primaire et une plus grande 

quantité d’agent pathogène présent dans les racines. De ces analyses il ressort que la résistance 

à A. euteiches du génotype A17 est augmentée significativement en milieu NØ (d’après 

l’ensemble des symptômes mesurés) par rapport au milieu contrôle complet NPS. Ces 

expériences ont été répétées trois fois et ont permis de confirmer l’augmentation de la résistance 

à A. euteiches du génotype A17 sur milieu NØ. 
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Figure I.24: Mesure des symptômes d’infection sur le génotype A17 

Mesure du pourcentage de brunissement de la tige (A) et de la racine I (B) à 10 jours post-inoculation. 

(C) Détection de la quantité d’A. euteiches par test ELISA à 21 jours post-inoculation. Les graphiques 

représentés correspondent à une expérience représentative de trois expériences indépendantes. Les barres 

d’erreur correspondent à l’erreur standard (n = 4 pour (A) & (C), n = β0 (B)) et les lettres indiquent les 

différences significatives (ANOVA suivie d’un test de Fisher p < 0,05). 

NPS = milieu complet; NØ = milieu carencé en N; SØ = milieu carencé en S; PØ = milieu carencé en P, 

Gln = milieu où la source d’azote est de la glutamine. 
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 2.2 Article scientifique: Genotypic variability of nitrogen modulation of 

Medicago truncatula resistance to Aphanomyces euteiches 

 

  a. Introduction 

 Les expériences sur les différents milieux nutritifs ont permis de montrer une 

augmentation de la résistance du génotype A17 sur milieu NØ. Nous avons donc décidé de 

poursuivre nos expériences sur milieu complet et milieu carencé en nitrate (NØ) et ceci sur la 

core collection CC8, composée de huit accessions représentatives de la variabilité existante 

chez M. truncatula (Ronfort et al, 2006). Cette core collection CC8 est issue de l’INRA de 

Montpellier (http://www1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/). Les différents génotypes qui la 

composent sont SA022322, SA028064, DZA012, F83005.5, ESP105, SALSES71, DZA315 et 

DZA045-6. Les génotypes A17 (génotype séquencé) et R108 (génotype utilisé dans les études 

fonctionnelles) ont également été ajoutés à l’étude. Il a déjà été montré des différences de 

sensibilité entre les différents génotypes, cultivés in vitro ou en chambre climatique (Djébali et 

al, 2011; Pilet-Nayel et al, 2009; Bonhomme et al, 2014; Badis et al, 2015). DZA045-6 et A17 

sont plus résistants à A. euteiches que F83005.5 et ESP105 qui paraissent plus sensibles 

(Moussart et al, 2007; Djébali et al, 2009, 2011; Bonhomme et al, 2014). 

  

 Les expériences ont été réalisées sur ces dix génotypes afin d’observer leur 

comportement face à l’agent pathogène après culture sur deux milieux nutritifs différents 

(milieu complet et milieu NØ). L’analyse de cette expérience est présentée dans l’article ci-

après. Une analyse en composante principale (ACP) est réalisée à partir des paramètres mesurés 

suivants :  

- Des paramètres développementaux et de croissance des plantes : taille de la racine 

primaire, nombre et taille des racines secondaires, densité de celles-ci, biomasses 

aériennes et racinaires. Pour chacun de ces paramètres, le rapport des valeurs obtenues 

dans les plantes contrôles non infectées sur celles des plantes infectées est calculé 

comme mesure de la sensibilité de la plante à A. euteiches. 

- Des paramètres mesurant les symptômes d’infection : pourcentage de brunissement de 

la tige, pourcentage de brunissement de la racine primaire et quantité d’agent pathogène 

détectée par test ELISA. 

  

http://www1.montpellier.inra.fr/BRC-MTR/
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 L’ACP permet de prendre en compte toutes les variables mesurées pour chacune des 

conditions et de construire de nouvelles variables synthétiques, appelées composantes 

principales, qui captureront la plus grande part de la variabilité des données. Ainsi dans le cadre 

de l’étude de la sensibilité à A. euteiches, l’ACP permet de déterminer de façon beaucoup plus 

intégrative la sensibilité d’un génotype à cet agent pathogène (Bonhomme et al, 2014). 

 

 Cette ACP nous a permis de mettre en évidence quatre génotypes aux comportements 

contrastés qui, de façon reproductible, deviennent soit plus sensibles soit plus résistants en 

carence en nitrate. Une étude plus poussée a alors été réalisée sur ces quatre génotypes afin de 

comprendre les mécanismes qui permettraient d’expliquer la différence de comportement de la 

résistance observée entre ces génotypes en milieu NØ. 

 

  b. Article: Genotypic variability of nitrogen modulation of Medicago truncatula 

resistance to Aphanomyces euteiches 
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Running title 
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Aphanomyces euteiches, nitrate 

  

Abbreviations: N, nitrogen; NØ-IR, NØ–induced resistance; NØ-IS, NØ–induced 

susceptibility; NØ medium, N-deficient medium; NIS, Nitrogen-induced susceptibility; NUE, 
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Summary 

Nitrogen (N) availability can impact plant resistance to pathogens by regulating plant immunity. 

To better understand the links between N nutrition and plant defence, we analysed the impact 

of N availability on Medicago truncatula resistance to the root pathogen, Aphanomyces 

euteiches. This oomycete is considered as the most limiting factor for legume production. Ten 

plant genotypes were tested in vitro for their resistance to A. euteiches in either complete or N-

deficient medium. N-deficiency led to enhanced or reduced susceptibility depending on plant 

genotype. Focusing on four genotypes displaying contrasted responses we determined the 

impact of N-deficiency on plant growth and shoot N concentration and performed expression 

analyses on N- and defence-related genes as well as quantification of soluble phenolics and of 

root contents in different amino-acids. Our analyses suggest that N modulation of plant 

resistance is not linked to plant response to N deprivation nor to mechanisms previously 

identified to be involved in plant resistance. Furthermore our studies highlight a role of 

glutamine in mediating susceptibility to A. euteiches in M. truncatula.  
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INTRODUCTION 

 

Nutrients are essential for growth and development of plants and microorganisms and 

are also recognized as important factors in the fate of plant pathogen interactions (Dordas, 2008; 

Fagard et al., 2014; Mur et al., 2016). Among the different nutrients, nitrogen (N) plays a 

particularly important role. Indeed, N constitutes approximately 2-5% of dry matter, making it 

quantitatively the most important element in plants. Agronomical data indicate that, in addition 

to their impact on yields, the quantity and quality of N supply can impact the plant’s ability to 

cope with pathogen attacks, leading to enhanced or decreased resistance. There is, however, no 

general rule on the outcome of N fertilization on disease severity.  For example, in potato, N 

supply leads to opposite results depending on the pathogen  models (Mittelstrass, 2006). These 

differences could be correlated, in part, with the pathogenic lifestyle (biotrophic or 

necrotrophic). Other factors could be involved in the modulation by N of plant resistance to 

pathogens such as plant capacity to mobilize N and/or synthesize defence compounds (Ballini 

et al., 2013; Dietrich et al., 2004). Moreover, a recent study indicated that the form of N (nitrate 

or ammonium) affected defence responses and  resistance to bacterial infection in tobacco 

(Gupta et al., 2013). Finally, N can quantitatively and qualitatively affect pathogen virulence 

and pathogen nutrition in planta (Snoeijers et al., 2000). Taken together, these data indicate 

that N supply can affect plant resistance. However, the underlying mechanisms remain in 

general unclear.  

The different steps involved in N metabolism have long been studied and many of the 

corresponding proteins have been characterized (Masclaux-Daubresse et al., 2010). 

Interestingly, the contribution of several of these proteins to plant defence has been highlighted 

recently. Arabidopsis mutants affected in different steps of N transport and assimilation, such 

as the nitrate reductase (NR) double mutant (nia1 nia2) (Modolo et al., 2006; Oliveira et al., 

2009), the high affinity nitrate transporter NRT2.1 (Camañes et al., 2012) and the putative 

nitrate transporter NRT2.6 (Dechorgnat et al., 2012) mutants, were all found to display an 

altered sensitivity to  pathogens. Conversely, pathogens modulate the expression of genes or 

the activity of enzymes involved in N transport (specific members of the NRT2 or AMT1/2 

families), N assimilation (NR or GS2), N remobilization (GS1), and in amino acid metabolism 

(Fagard et al., 2014).  

Amino acid contents and their relative concentrations are modified during plant-

pathogen interactions (Fagard et al., 2014; Zeier, 2013). Different explanations can be proposed 

to interpret these modifications. Amino acids (per se or as precursors of defence molecules) 
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represent an important resource for setting up induced resistance in plants. Amino acids 

constitute also a nutrient source that is crucial for pathogens survival and propagation and 

studies showed that pathogens prefer specific amino acids to inorganic N (Pellier et al., 2003; 

Solomon et al., 2003). Modification of plant amino acid composition could therefore represent 

a plant defence strategy which could lead to N deprivation for pathogens through for instance 

N remobilization from diseased tissues to healthy parts (Olea et al., 2004; Tavernier et al., 

2007). Alternatively pathogens, through co-evolution, could adapt their preference to amino 

acids accumulated in infected plants or could manipulate plant N metabolism, inducing the 

accumulation of favorable amino acids at the infection site (Solomon and Oliver, 2002). The 

links between amino acid metabolism and plant resistance were reinforced by results showing 

that A. thaliana lines impaired in the LHT1 amino acid transporter (Liu et al., 2010) or over 

expressing the pepper ASPARAGINE SYNTHETASE1 gene (CaAS1) (Hwang et al., 2011) 

exhibited enhanced resistance to P. syringae.  

Finally, modulation of N metabolism could impact molecular defence responses.  For 

instance nitric oxide and reactive oxygen species levels are altered in response to N deprivation 

(Schachtman and Shin, 2007; Thalineau et al., 2016). Salicylic acid (SA) levels and SA-

mediated defences, mainly linked with redox state, are also dependent on N nutrition (Gupta et 

al., 2013; Yaeno and Iba, 2008). Transcriptome analyses have further highlighted that the 

expression of genes involved in the response to biotic stress (such as MPK3, MPK7, peroxidase- 

and R protein- encoding genes) is affected by N limitation in Arabidopsis (Peng et al., 2007).  

Parasitic oomycetes cause severe diseases on many crop plants. Aphanomyces euteiches 

is a pathogenic oomycete responsible of root rot in pea and a number of other legumes (Gaulin 

et al., 2007) and is considered as the most limiting factor for legume production. Resistance to 

A. euteiches has been investigated in legumes and particularly in the model plant, Medicago 

truncatula. The reaction of M. truncatula lines to A. euteiches infection varied from 

susceptibility to resistance (Djébali et al., 2012; Vandemark and Grünwald, 2004). Comparative 

analyses of susceptible (F83005.5) and tolerant (A17) genotypes indicated that resistance 

mechanisms include protection of the central cylinder against pathogen invasion, associated 

with frequent pericycle cell divisions, lignin deposition, and accumulation of soluble phenolic 

compounds (Djébali et al., 2009; Djébali et al., 2011). These results were corroborated by 

genetic studies. A major locus associated with resistance to A. euteiches, namely AER1, was 

identified (Pilet-Nayel et al., 2009) and confirmed by a genome-wide association study , which 

identified two major independent loci on top of chromosome 3, one of which co-localized with 

prAe1 (formerly named AER1) (Bonhomme et al., 2014). The functional role of the prAe1 
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locus was investigated recently by (Badis et al., 2015) using two near-isogenic lines, NR and 

NS, partially resistant and susceptible, respectively, differing in the allelic state of prAe1. 

Transcriptomic and biochemical analyses demonstrated the significant role of secondary 

metabolites, particularly of flavonoids in resistance and identified a chalcone-derived 

compound as a potent inhibitor of A. euteiches. 

The aim of this work was to study the effect of N nutrition on M. truncatula resistance to 

A. euteiches. Ten genotypes of M. truncatula, including the core collection CC8, were grown 

in vitro on complete or on nitrate-deficient medium (NØ). Parameters related to plant growth 

and root development as well as relevant indicators of M. truncatula resistance to A. euteiches 

were scored. N-deficiency led to contrasted responses of the different genotypes to A. euteiches, 

resulting either in enhanced or lowered resistance of plants to the pathogen.  To understand how 

NØ leads to contrasted behaviors between M. truncatula genotypes, we focused our 

investigations on four genotypes to perform biochemical (soluble phenolics and amino acid 

quantification) and molecular analyses (genes expression related to N metabolism or involved 

in defence responses). Our analyses suggest that N modulation of plant resistance is not linked 

to plant response to N deprivation nor to mechanisms previously identified to be involved in 

plant resistance. Furthermore our studies highlight the importance of Gln in enhancing plant 

susceptibility to A. euteiches. 
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MATERIALS AND METHODS 

 

Plant growth and inoculation by A. euteiches 

Ten M. truncatula genotypes belonging to the core collection CC8 (INRA, Montpellier) 

(Jemalong-A17, F83005.5, DZA045-6, SA022322, SA028064, SALSES71B, ESP105.L, 

DZA315-16 and DZA012-J) and R108, were used in this study. The seeds of M. truncatula 

were scarified according to (Djébali et al., 2009). After overnight at 4°C, seeds were germinated 

in phytochambers with 16 h light 350 µmol m–2 s–1 at 23°C /8 h night cycle at 21°C. One day 

after germination, seedlings were transferred to square plates (12 cm x 12 cm) containing a 

modified M medium (Bécard and Fortin, 1988). This modified medium was enriched in 

phosphate (1.3 mM final concentration) without sugar and contained either 3.2 mM nitrate 

(complete medium) or no nitrate (NØ medium). After sealing with parafilm and protecting roots 

from light with aluminum foil, plates were placed vertically in the culture chamber (16 h light 

350 µmol m–2 s–1 at 23°C/8 h night cycle at 21°C) for 7 days. The strain Aphanomyces euteiches 

Drechs. ATCC 201684 was used to inoculate seeds one day after germination. Zoospores were 

produced as described in Rey et al., (2013) and roots were inoculated with 500 zoospores.  

 

Symptoms annotations and root architecture analyses 

Effects of inoculation and N deficiency were scored after 10 d or 21 d of culture by 

determining plant growth and development parameters (root and shoot biomass, primary root 

length, secondary root number and length) and disease symptoms (dead plants, % yellow 

cotyledons, stem necrosis, % primary root browning and ELISA test). 

Root system architecture was analyzed on scans of plates containing seedlings grown 

for 10 d on complete medium or NØ medium in the presence or not of A. euteiches, using the 

ImageJ software (Schneider et al., 2012) to measure the primary root (RI) length, lateral root 

(LR) length and density (which is the average number of LRs per cm RI). For each experiment, 

about 20 seedlings per genotype and per condition were analyzed. 

 

Assessing infection by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

Assessment of A. euteiches development in roots was performed by ELISA using a 

rabbit polyclonal serum raised against A. euteiches and a mouse anti-rabbit IgG alkaline 

phosphatase conjugate as described by Slezack et al., (1999) on protein extracts obtained from 

roots from pooled plants. Alkaline phosphatase activity was monitored by following the 
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increase in absorbance at 405 nm during 2–3 h and is expressed as the slope of the obtained 

curve per mg root fresh weight. 

 

RNA extraction, reverse transcription and quantitative PCR on transformed roots 

 Total RNA was extracted from transformed roots using TRIzol® Reagent (Life 

technologies) according to the recommendations of the manufacturer. For qPCR, RNAs (0.5-

1µg) were reverse transcribed in a final volume of 20 µL in the presence of RNasin (Promega, 

Charbonnières, France), and oligo(dT)15, with MMLV reverse transcriptase (Promega, 

Charbonnières, France) as recommended by the manufacturer. 

Quantitative PCR was performed on reverse-transcribed RNAs on four independent 

biological replicates per condition for two independent plant cultures. Quantitative PCR 

reactions were performed in the ABI PRISM 7900 apparatus (Applied Biosystems®, Saint-

Aubin, France) in a final volume of 15 µL using Absolute SYBR green ROX Mix (Thermo 

Scientific, Surrey, UK), 0.3 µM of gene-specific primers and 5 µL of cDNA template diluted 

60-fold. . Reference gene used for normalization was MtEF1α. Expression levels were 

calculated by determining the ∆Ct between test and reference gene (∆Cttest gene-reference gene). For 

MtEF1α, average Ct in all experiments was equal to 15 cycles. As a total of 40 cycles were 

performed for qPCR analysis, a gene was considered as not expressed if ΔCttest gene-reference gene 

≥ β5. Therefore, gene expression was quantified by the parameter β5-ΔCttest gene-reference gene, 

which is higher when test gene is more highly expressed. Primers used for qPCR all displayed 

a high amplification efficiency (90-100%) and their sequences are listed in Supplementary 

Table 1. Results were displayed using the MeV software (v4.6, TIGR). 

 

Soluble phenolics and amino acid quantification 

Soluble phenolics quantification was performed on 100 mg root fresh weight according 

to (Singleton et al, 1965) using the Folin-Ciocalteu reagent and ferulic acid as a reference 

standard. 

Amino acid quantification was performed according to (Jubault et al., 2008) by 

extracting 10 mg freeze-dried roots in 400 µl of a 100 µM DL-3-aminobutyric acid solution in 

methanol. 

 

Statistical analysis 

 Statistical analyses were performed using one or two-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Fisher’s test. Data were considered as significantly different for p < 
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0.05. The principal component analysis (PCA) and Monte Carlo test were performed, using the 

statistical ade4TkGUI software, to integrate the different measurements of plant development 

and susceptibility to A. euteiches.  
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Supplementary Fig. S1: Plants experience N-deficiency on NØ medium 

NOγ
-
 content in shoot at 10 days (A), total biomass at 10 days (B), shoot on root ratio at 10 days (C) 

and percentage of total nitrogen at 14 days (D) in A17 genotype cultivated on complete medium (black 
bars) or NØ medium (grey bars). Data from a representative experiment are shown. Error bars indicate 
standard error (n = 4 for NOγ

-
 content and total biomass, n = 16-β0 for shoot on root ratio; n = 4-6 for 

% total nitrogen). Asterisks denote significant differences (p < 0.05). 

Fig. 1: Susceptibility of the A17 genotype to A. euteiches 
decreased on N-deficient medium 

(A) Sensitivity to A. euteiches as scored by the percentage of 
symptomatic tissues (stem and root browning). (B) Quantification 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of A. euteiches 
in root extracts. (C) AeTUB relative expression. Plants were 
cultivated in vitro for three weeks on complete medium (black 
bars) or NØ medium (gray bars) and inoculated with A. euteiches. 
For ELISA tests, background signal from control non-inoculated 
roots was subtracted from the signal detected in inoculated roots. 
Error bars indicate standard errors (n = 16-20 for symptoms; n = 
4-6 for ELISA tests and AeTUB expression) and asterisks indicate 
significant differences (p < 0.05). Data from a representative 
experiment out of four independent experiments are shown. 
 

 



Chapitre I 

 
113 

RESULTS 

 

N-deficiency enhances the resistance of the A17 genotype to A. euteiches 

To assess the effects of N nutrition on the interaction between M. truncatula and A. 

euteiches, the A17 genotype was grown in vitro for 10 to 21 days on two media: a complete 

medium (containing 3.3 mM nitrate as sole N source) and a nitrate-deficient medium (NØ). On 

NØ medium, the first symptoms of N-deficiency (plant growth parameters) were observed after 

10 days culture compared to plants cultivated on complete medium.  Significant differences in 

plant N content appeared later after 14 days of culture (Supplementary Fig. S1).  

On NØ medium, the A17 genotype was less affected by A. euteiches compared to 

complete medium, as it displayed a lower percentage of symptomatic tissues (stem and root 

browning) (Fig. 1A). Moreover, a significantly lower level of pathogen was detected in roots 

by ELISA (Fig. 1B) using a polyclonal antibody raised against A. euteiches (Slezack et al., 

1999). This was correlated with a decrease in the expression of A. euteiches Tubulin (AeTUB) 

gene (Fig. 1C). Thus, A17 was more resistant to A. euteiches on NØ medium compared to 

complete medium.  

We verified whether this NØ-induced resistance (NØ-IR) was due to the fact that A. 

euteiches virulence was affected by N-deficiency. For this purpose, we measured AeCRN13 and 

AeCRN5 expressions, two CRN candidate effectors identified through a transcriptomic 

approach on A. euteiches   (Gaulin et al., 2008; Ramirez-Garcés et al., 2016). When normalized 

to MtEF1 expression, a significantly lower expression of these effectors in inoculated roots was 

evidenced in NØ than in complete medium (Fig. 2A), due possibly to the lower infection of 

roots by A. euteiches on NØ medium. Indeed, no difference in CRN expression between 

complete medium and NØ medium was observed when AeCRN13 and AeCRN5 gene 

expression levels were normalized with AeTUB gene (Fig. 2B). Thus, these results indicate that 

N-deficiency does not affect the expression of the CRN13 and CRN5 effectors and A. euteiches 

virulence.  
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Fig. 2: Increased resistance of A17 on NØ is 
not related to changes in AeCRN5 and 

AeCRN13 expression 

(A) Transcripts levels of AeCRN5 and AeCRN13 
normalized to MtEF1expression. (B) 
Transcripts levels of AeCRN5 and AeCRN13 
normalized to AeTUB expression. Plants were 
cultivated in vitro for ten days on complete 
medium (black bars) or NØ medium (gray bars) 
and inoculated with A. euteiches.  No expression 
of AeCRN5 and AeCRN13 was detected in 
control non-inoculated plants. Error bars 
indicate standard errors (n = 4) and letters 
indicate significant differences (p < 0.05). 
 

Fig. 3: Nutrition and genotype effect on plant susceptibility to A. euteiches 

(A) Susceptibility of different genotypes of M. truncatula (A17, F83005.5, DZA045-6, 
SA022322, SA028064, SALSES71B, ESP105.L, R108, DZA315.16 and DZA012.J) under 
contrasted N availability (complete medium in blue and N-deficient medium NØ, in orange) 
was compared by principal component analysis (PC1 explains 44% of variance). (B) Circle 
of correlations showing that the negative side of axis PC1 is highly correlated with genotype 
susceptibility to A. euteiches (ELISA, root and stem browning). Data from a representative 
experiment out of three independent experiments are shown. The four genotypes selected 
for their contrasted responses are highlighted in bold. 
 

A B 
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NØ effects on M. truncatula-A. euteiches interaction are dependent on plant genotype 

To study whether N-deficiency impacted similarly the behavior of other genotypes of 

M. truncatula to A. euteiches, we extended our initial experiments to nine other genotypes. 

As for A17, stem and root browning were assessed and root infection was measured by ELISA 

test. Plant growth and root architecture parameters were also determined as relevant indicators 

of M. truncatula resistance to A. euteiches. Principal component analysis (PCA) was performed 

using these different parameters (Bonhomme et al., 2014). 

 The figure 3 corresponds to a representative PCA of three independent experiments. 

ELISA, root and stem browning were positively correlated with each other and negatively 

correlated to growth parameters such as shoot biomass. PC1, which captured 44% of the 

variance, represents a “synthetic” measurement of plant resistance to A. euteiches. So, more a 

genotype is on the negative side of this axis, more it is susceptible to the pathogen. First, the 

results show that on complete medium the different genotypes display different behaviors: 

F83005.5 and SA028064 represent respectively the most susceptible and the most resistant 

genotypes while the other genotypes display intermediate levels of resistance. Secondly, 

interestingly, N-deficiency affects plant susceptibility to A. euteiches differently according to 

genotype. Genotypes could be classified into three groups: genotypes more resistant on NØ 

(NØ-IR for NØ-induced resistance) including A17, genotypes more susceptible on NØ (NØ-IS 

for NØ-induced susceptibility) and genotypes whose resistance was not affected on NØ (Fig. 

3). 

We focused on four genotypes which showed reproducibly a significantly different 

response to N-deficiency, the NØ-IS genotypes F83005.5 and SA022322 on the one hand, and 

the NØ-IR genotypes A17 and DZA045-6 on the other hand (Table 1). The DZA315-16 

genotype which displayed a very strong increase in resistance on NØ medium (Fig. 3) was not 

chosen as its response to N-deficiency was too marked compared to the other genotypes and 

could therefore not represent adequately the processes involved in N modulation of plant 

immunity in the majority of the other genotypes. To understand why NØ medium impacted 

differently the four genotypes’ resistance to A. euteiches, we quantified soluble phenolics as 

well as amino acids and analysed the expression of genes involved in N metabolism and defence 

in roots. These analyses were performed at 10 days of culture, a timepoint when N-deficiency 

is already effective (Supplementary Fig. S1). 
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Genotypes PC1 NØ - PC1complete* Behavior 

DZA045-6 1.7a 
NØ-IR 

A17 1.0a 

SA022322 -0.71b 
NØ-IS 

F83005.5 -0.76b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4: Infection by A. euteiches and N-deficiency increase phenolic compounds in M. 

truncatula roots 
Concentrations of soluble phenolics in roots of the four M. truncatula genotypes F83005.5, 
SA022322, A17 and DZA045-6, at ten days of culture. Plants were cultivated in vitro for 
ten days on complete medium or NØ medium and inoculated or not with A. euteiches. FW 
= fresh weight. Error bars indicate standard errors (n = 4) and letters indicate significant 
differences (p < 0.05). Data from a representative experiment out of three independent 
experiments are shown. 

Table 1: Classification of the 4 selected genotypes according to the modulation of their 
resistance to A. euteiches by N-deficiency. 
*Statistical analyses were performed on the difference between the PC1 value obtained on 
NØ and the PC1 value obtained on complete medium in three independent experiments. 
Letters indicate significant differences (p < 0.05). 
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N-deficiency lead to changes in secondary metabolism and defence gene expression 

 We firstly determined the concentrations of soluble phenolic compounds in roots (Fig. 

4). Inoculation by A. euteiches led to a significant increase in soluble phenolic concentrations 

for all genotypes. Similarly, N-deficiency increased the basal concentration of soluble phenolics 

and the combination of both N-deficiency and inoculation by A. euteiches led to the highest 

concentrations of these compounds (Fig. 4).  

To study further the contribution of secondary metabolism to plant resistance we 

analysed by qRT-PCR the expression of genes encoding phenylalanine ammonia-lyases (PAL1 

and PAL2), chalcone synthases (CHS1, CHS2) and a caffeate-O-methyltransferase (COMT1). 

In addition we studied the expression of defence-related genes MtPR10, MtCCNBS, MtLOX 

encoding respectively a protein of the pathogenesis-related 10 family, a disease resistance 

protein and a lipoxygenase (Badis et al., 2015; Nars et al., 2013). Some of these secondary 

metabolism and defence genes were identified as higher expressed in partially resistant (NR) 

than in partially susceptible (NS) near-isogenic lines and could contribute to plant resistance 

(Badis et al., 2015). Figure 5A displays the average expression levels of these genes using the 

MultiExperiment Viewer (MeV) software (v4.6, TIGR). A general trend was highlighted  for 

the MtPAL1, MtPAL2, MtCOMT1 and the defence-related genes. On complete medium, their 

basal expression levels (e.g. in the absence of pathogen) were in general correlated with plant 

resistance to A. euteiches : the most sensitive genotype (F83005.5, Fig. 3) displayed the lowest 

and the most resistant genotype (DZA045-6, Fig. 3) displayed the highest expression levels of 

these genes (Fig. 5A, Supplementary Fig. S2). Inoculation by A. euteiches increased the 

expression levels of these genes in most genotypes leading to the highest levels in the most 

resistant genotype DZA045-6. On NØ medium, the NØ-IS genotypes displayed a significantly 

increased basal expression of these genes, though they were more susceptible to A. euteiches in 

these conditions (Fig. 5A, Supplementary Fig. S2). Conversely the NØ-IR genotypes displayed 

in general no significant change or even a decrease in the basal expression of these genes on 

NØ  despite their being more resistant when experiencing N limitation  (Fig. 5A, Supplementary 

Fig. S2). Thus, though for most of these genes a good correlation between their basal expression 

levels and plant resistance could be made on complete medium, this correlation was lost on NØ 

medium. Therefore genes contributing possibly to resistance to A. euteiches in complete 

medium appear not to determine resistance under N-deficiency. 
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Supplementary Fig. S2. Secondary metabolism and defense related-genes are 
differentially expressed between NØ-IS and NØ-IR genotypes 

Relative expression levels of MtPAL2 (A) and MtCOMT1 (B). Plants were cultivated in vitro 
for ten days on complete medium or NØ medium and inoculated by A. euteiches. The 
experiment was performed on four genotypes (F8γ005.5, SA0ββγββ, A17 and DZA045-6). 
Error bars indicate standard error (n = 4) and letters indicate significant differences (p < 
0.05). 

Fig. 5: Expression analysis of secondary metabolism and defense genes (A) and N-
related genes (B) in the four selected genotypes 

Gene expression levels were determined using MtEF1 as reference gene in the four M. 

truncatula genotypes, F83005.5, SA022322, A17 and DZA045-6, roots after ten days of 
culture on complete medium or NØ medium and inoculated (+) or not (-) with A. euteiches. 
Expression data were visualized using the MultiExperiment Viewer (MEV) software. Color 
scale limits were the lowest (blue) and highest (yellow) expression levels for either all the 
secondary metabolism/defense genes or for all the N-related genes. 
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 N-deficiency leads to genotype-specific responses and highlights the low N-

responsiveness of DZA045-6 

 To assess whether NØ-IR could be linked to an induction of plant defences due to N 

stress, we analysed the response of the four genotypes to N-deficiency at the growth and gene 

expression levels. As shown in Supplementary Fig. S3, N-deficiency affected all genotypes 

resulting in lower shoot biomass compared to complete medium at 10 and 21 days of culture 

(Supplementary Fig. S3A and B) and lower shoot N concentrations at 21 days (Supplementary 

Fig. S3C).  No effect of genotype could be evidenced on N concentration. Shoot biomass, 

however, responded to N-deficiency differently depending on plant genotype (Supplementary 

Fig. S3). At 21 days of culture, the highest decrease in shoot biomass upon N-deficiency was 

observed for SA022322 and the lowest decrease for F83005.5, highlighting thereby that these 

two genotypes responded differently to N-deficiency despite displaying both NØ-IS. 

 We analysed the expression of genes involved in N metabolism: MtNIA1 and MtNIA2 

which encode two isoforms of nitrate reductase, MtNRT2.1 and MtNRT2.3 which encode nitrate 

transporters (Pellizzaro et al., 2015), MtGS1a, MtGS1b and MtGS2a genes which encode 

respectively the two cytosolic, and the major plastid-located glutamine synthetase enzymes 

(Seabra et al., 2013). We also studied the mRNA levels of the MtLBD38 gene, a putative 

homolog of the Arabidopsis nitrate-induced AtLBD38/37 genes which affect N responses in 

Arabidopsis (Rubin et al., 2009). 

 Quantitative RT-qPCR analyses were performed in M. truncatula roots after 10 days of 

culture to assess whether the four genotypes expressed differentially these genes. Two main 

conclusions can be drawn from the data displayed in Fig. 5B. Firstly, the F83005.5, SA022322 

and A17 genotypes can be discriminated in complete medium from the DZA045-6 genotype 

based on the expression profiles of several nitrate-regulated genes (MtNRT2.1, MtNIA1 and 

MtLBD38). These nitrate-regulated genes display a strongly reduced basal expression level (at 

least 4 fold lower) in DZA045-6 (Fig. 5B, Supplementary Fig. S4A). This altered response to 

nitrate of DZA045-6 was confirmed by its reduced sensitivity to chlorate, a toxic analog of 

nitrate, compared to the three other genotypes (Supplementary Fig. S4B). Secondly, on 

complete medium for the NØ-IS genotypes, inoculation led to a significant increase of MtGS1a 

and MtGS1b (but not of GS2a) mRNA levels which was not observed in NØ-IR genotypes in 

complete medium. Therefore our developmental and gene analyses did not highlight N 

responses specific to NØ-IS or NØ-IR genotypes apart from GS1 induction in inoculated roots 

of NØ-IS genotypes on complete medium. 
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Supplementary Fig. S4. Altered response to 
nitrate of the DZA045-6 genotype. 

(A) Relative expression levels of MtNRT2.1, 
MtNIA1 and MtLBD38b. Plants were cultivated 
in vitro for ten days on complete medium. The 
experiment was performed on four genotypes: 
F8γ005.5, SA0ββγββ, A17 and DZA045-6. 
Errors bars indicate standard error (n = 4) and 
letters indicate significant differences (p < 0.05). 
(B) Primary root length based on different 
concentrations of chlorate. Errors bars indicate 
standard error (n = 4). 

Supplementary Fig. S3. Analysis of the 
response to N-deficiency of the four selected 

genotypes 
(A) N concentration in shoots and (B) shoot 
biomass at β1 days. (C) Shoot biomass at 10 days. 
Error bars indicate standard errors (n = 4-6) and 
letters indicate significant differences (p < 0.05). 
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A. euteiches infection induces higher concentrations of specific amino acids in NØ-

IS genotypes than in NØ-IR genotypes. 

To analyse more precisely whether the four selected genotypes differed in their N 

economy, the concentrations of different amino acids in roots were determined in the different 

genotypes after 10 days culture on complete medium or on NØ in the presence or not of A. 

euteiches (Supplementary Table S2). In non-inoculated roots, cultivation on NØ medium led to 

marked changes in amino acids concentrations. We observed a significant decrease in the 

concentration of total amino acids on NØ medium in A17 and DZA045-6, the two genotypes 

showing NØ-IR (Supplementary Fig. S5A). Six amino acids (Gln, Arg, Lys, Tyr, Met, Trp) 

showed interesting profiles as they responded to A. euteiches, differently according to 

genotypes (Fig. 6). In complete medium, upon inoculation, a significant increase of these six 

amino acids was observed in F83005.5 and SA022322 (NØ-IS genotypes) whereas a lower 

increase or no significant change was observed in the NØ-IR genotypes (A17 and DZA045-6), 

resulting in about 2-3 fold lower contents of these amino acids in the latter genotypes when 

inoculated (Fig. 6A, Supplementary Table S2). In NØ medium the profiles of these amino acids 

changed due in particular to an enhanced basal level of the minor amino acids Lys, Tyr, Met 

and Trp in F83005.5, SA022322 and A17 but not in DZA045-6, stressing again the altered N-

response of the latter genotype (Fig. 6B). The enhanced basal levels of these amino acids in NØ 

medium in the former genotypes represent more generally a change in minor amino acid 

homeostasis (Supplementary Fig. S5B) already highlighted during N starvation in Arabidopsis 

roots (Krapp et al., 2011). On NØ compared to complete medium, induced levels of all six 

amino-acids increased in A17 genotype whereas they remained stable or decreased in NØ-IS 

genotypes except for Gln and Lys which increased significantly in the SA022322 genotype. 

Therefore on NØ, only Gln and marginally Met levels remained strongly reduced (1.5 to 2 fold 

lower) in inoculated NØ-IR genotypes compared to inoculated NØ-IS genotypes (Fig. 6B). 

Thus only Gln (and possibly Met) levels discriminated inoculated NØ-IR and NØ-IS genotypes 

on both complete and N-deficient media with high levels of Gln correlated with lower levels of 

resistance. Based on these results and literature reporting a specific role of Gln in plant pathogen 

interactions (Liu et al., 2010; Tavernier et al., 2007), we decided to investigate the involvement 

of this amino acid in A. euteiches infection and plant resistance.  
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Supplementary Fig. S5. Quantification of total 
and minor amino acids levels in roots of the four 

selected genotypes. 
(A) Total amino acids levels. (B) Minor amino acids 
levels. DW = dry weight. Amino acid quantification 
was performed on four genotypes (F8γ005.5, 
SA0ββγββ, A17 and DZA045-6). Plants were 
cultivated in vitro for ten days on complete medium 
or NØ medium and inoculated or not with A. 
euteiches. Amino acid levels were measured on three 
biological replicates. Error bars indicate standard 
errors (n = γ) and letters indicate significant 
differences (p < 0.05). 

Figure 6: Root contents on complete medium (A) and NØ medium (B) in the six 
specific amino acids that are induced by A. euteiches in NØ-IS genotypes on complete 

medium 
 Amino acid quantification was performed on four genotypes (F83005.5, SA022322, A17 
and DZA045-6). Plants were cultivated in vitro for ten days on complete medium or NØ 
medium and inoculated (+) or not (-) by A. euteiches. Amino acids were measured on three 
biological replicates. The percentage of the average level of each amino acid is displayed for 
the four selected genotypes in each condition. The color scale limits were 30% (blue) and 
220% (yellow) of the root amino acid average content. 
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 Gln is a mediator of M. truncatula /A. euteiches interaction 

To test the effect of Gln on plant susceptibility to A. euteiches we tested whether adding 

Gln to plant culture medium would induce susceptibility in a condition where normally plant is 

resistant. For this we cultivated the NØ-IR genotype A17 on the NØ medium supplemented 

with Gln as sole N source. We observed an increase of root infection of A17 in this case 

compared to NØ medium, but also compared to complete medium containing nitrate (Fig. 7A).  

Conversely we tested whether reducing M. truncatula susceptibility to A. euteiches was 

correlated with a decrease in Gln levels. For this we treated the NØ-IS genotype (F83005.5) 

with  amino-butyric acid (BABA),  a non-protein amino acid known to prime plant response 

to biotic stress (Conrath et al., 2002). We observed that BABA treatment decreased 

susceptibility to A. euteiches (Fig. 7B) concomitantly with a significant decrease in endogenous 

Gln content (- 50 %) in plant infected by A. euteiches. Interestingly, as previously reported in 

another biological model (Wu et al., 2010), the addition of Gln reversed partially the protection 

effect of BABA (Fig. 7B). Therefore these experiments highlight a role of Gln in M. 

truncatula/A. euteiches interaction.  

  



Chapitre I 

 
124 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7: Glutamine effect on susceptibility to 
A. euteiches 

Quantification by enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) of A. 

euteiches in root extracts. (A) A17 genotype 
was cultivated in vitro for three weeks on 
complete medium, NØ medium or glutamine 
medium and inoculated with A. euteiches. 
(B) F83 genotype was cultivated in vitro for 
three weeks on complete medium with 200 
µM of BABA or not, or complete medium + 
200 µM of Gln and 200 µM of BABA or not. 
Background signal from control non-
inoculated roots was subtracted from the 
signal detected in inoculated roots. Error 
bars indicate standard error (n = 6 for ELISA 
tests) and letters indicate significant 
differences (p < 0.05). Data from a 
representative experiment out of three (A) 
and two (B) independent experiments are 
shown. 

Supplementary Table 2. Modification of root amino acid concentrations in response 
to A. euteiches and to N-deficiency. 

Amino acid quantification was performed on four genotypes (F8γ005.5, SA0ββγββ, A17 
and DZA045-6). Plants were cultivated in vitro for ten days on complete medium or NØ 
medium and inoculated or not with A. euteiches. Amino acids were measured on three 
biological replicates. Values are expressed in µmol per gram dry weight. Letters indicate 
significant differences (p < 0.05). 
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DISCUSSION 

 

Many studies indicate the role of N (N) one the interaction between a plant and a 

pathogen but its effects are not clear and conflicting results were reported. In our study we 

observed that N availability affects M. truncatula susceptibility to the hemibiotrophic oomycete 

A. euteiches. This result was not linked, however, to the pathogen lifestyle but to plant genotype. 

For instance, we observed (1) genotypes that become more susceptible to A. euteiches on NØ 

(e.g. F83005.5 and SA022322, referred to as NØ-IS genotypes) and (2) genotypes that become 

more resistant to A. euteiches on NØ medium (e.g. A17 and DZA045-6) compared to complete 

medium, referred to as NØ-IR genotypes.  

On complete medium SA02864 displayed the highest resistance and F83005.5 the 

lowest while A17 displayed intermediate resistance but lower than DZA045-6 (Fig. 3). Though 

the exact classification of the different genotypes can differ depending on the experimental 

conditions, this classification is similar to that found by others (Bonhomme et al., 2014), 

confirming thereby the relevance of our assessment of resistance to A. euteiches. No correlation 

could be made, however, between genotype resistance on complete medium and its behavior 

on NØ medium (NØ-IS or NØ-IR). For example R108 and DZA045-6 showed a similar 

resistance to A. euteiches in complete medium (Fig. 3), yet the former genotype displayed NØ-

IS while the latter displayed NØ-IR. 

We proposed different hypotheses to explain the genotypic variability of N 

modulation of Medicago truncatula resistance to A. euteiches. 

First, we tested whether N modulation of plant resistance could be linked to a genetic 

variability of the regulation by N of plant defence response. We analysed the contribution of 

soluble phenolic compounds which play an important role in resistance to A. euteiches. Indeed, 

(Djébali et al., 2011) showed that the difference in resistance between A17 and F83005.5 

genotypes could be explained, in part, by an increase in soluble phenolics at 3 dpi in infected 

A17 roots which does not occur in the sensitive F83005.5 genotype.  Furthermore secondary 

metabolites, in particular phenylpropanoids and flavonoids, accumulate during low N nutrition 

(Fritz et al. 2006) and could thus play a role in NØ-IR. Quantification of soluble phenolics did 

not highlight significant differences between genotypes. It is possible that at this stage where 

N-deficiency occurs (10 d of culture), the differences in levels of soluble phenolics occurring 

at an earlier stage (3-6 dpi,(Djébali et al., 2011)) between tolerant and susceptible genotypes 

are overridden by developmentally- and N-deficiency-induced increases in soluble phenolics. 

However, analysis of the expression of genes involved in secondary metabolism or in defence 
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(Figure 5A) highlighted that their expression levels were correlated in many cases with plant 

resistance level on complete medium and confirmed the potential importance of these genes as 

stressed in the analysis of NR and NS near isogenic lines (Badis et al., 2015). Our data show in 

addition that the expression of these genes is modulated by N-deficiency, but no correlation 

was observed between gene expression and genotype resistance on NØ medium, suggesting 

also that mechanisms leading to NØ-IR and NØ-IS do not involve the same genes.    

Second, these contrasted behaviors in response to A. euteiches in NØ medium could be 

due to differences in plant capacity to use efficiently N from the culture medium and/or to 

mobilize its N resources upon N-deficiency. To our knowledge, only a few studies have 

reported the effect of plant genetic diversity on the modulation of resistance by N. In rice, 

(Ballini et al., 2013) have shown that high N input increases susceptibility against Magnaporthe 

oryzae. They addressed the question of N induced susceptibility (NIS) polymorphism across 

rice diversity and suggested a possible link between N Use Efficiency (NUE) and NIS such that 

genotypes with high NUE displayed high NIS levels and vice-versa. In order assess this link, 

we measured parameters associated with NUE (Shoot biomass and shoot N concentration) and 

monitored the expression of genes involved in nitrate transport and assimilation/regulation 

(NRT2.1, NIA and LBD38) as well as chlorate resistance in the four M. truncatula contrasted 

genotypes and determined amino acid levels and composition in the different genotypes 

cultivated in different conditions. Though all genotypes responded to N starvation, the 

modalities of plant adaptation to this nutritional stress varied. Indeed, these different analyses 

set clearly the DZA045-6 genotype apart from the other genotypes as it displayed lower 

expression of nitrate-related genes on complete medium and strongly reduced  amino acids 

changes in response to N-deficiency, suggesting an altered response to nitrate and N deprivation 

compared to the other genotypes.  A more thorough characterization of the DZA045-6 genotype 

would be of interest to assess the importance of altered N response in different processes 

including the setting up and regulation of symbioses. 

 NØ medium affected the different N-related parameters but no significant differences 

discriminating between NØ-IR and NØ-IS genotypes were observed. In particular, as 

mentioned, above though the DZA045-6 was NØ-IR like the A17 genotype it displayed an 

altered response to nitrate compared to A17 (Fig. 5B and Supplementary Fig. S4). Likewise the 

two NØ-IS genotypes F83005.5 and SA022322 displayed respectively the lowest and highest 

decrease in shoot biomass upon N-deficiency (Supplementary Fig. S3). These results suggest 

that N modulation of plant resistance to A. euteiches is not correlated with plant response to N 

availability. This is further supported by the fact that genotypes such as F83005.5 and 
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SA028064 displaying a similar response to N availability from ecophysiological studies 

(Zancarini et al., 2012) showed a contrasted behavior (NØ-IS and NØ-IR, respectively) in 

response to A. euteiches under N-deficiency (Fig. 3). Taken together, these results indicate that 

the genotype-dependent modulation of resistance by N-deficiency could not be explained by 

different nutritional strategies of the different genotypes during N-deficiency.  

The analysis of amino acid composition highlighted six amino acids (Gln, Arg, Lys, 

Tyr, Met, Trp) which were highly induced by infection in NØ-IS genotypes but much less or 

not at all in  NØ-IR genotypes in complete medium. Several of these amino acids are involved 

in plant defence through the production of nitric oxide and polyamines (Arg, Met), ethylene 

(Met), or as substrate (Lys) for the production of pipecolic acid which plays a key role in plant 

immunity or as precursors of secondary metabolites (Trp, Tyr).  The increase in the latter amino 

acids was partly correlated with the increase in root phenolic content in response to A. euteiches. 

The enhanced content of Trp/Tyr in infected roots could therefore reflect a metabolic shift 

towards both synthesis and metabolism of aromatic amino acids as already reported during 

plant-pathogen interactions (Ward et al., 2010). In NØ medium, the differences in these amino 

acid levels between inoculated NØ-IS genotypes and the inoculated NØ-IR genotype A17 were 

attenuated for most minor amino acids. Only Gln levels discriminated between NØ-IS and NØ-

IR genotypes in both N replete and deficient conditions, with high Gln levels associated with 

enhanced plant susceptibility.  

This positive correlation was further sustained by two other experiments. (1) Gln 

provision prevented NØ-IR and led even to enhanced susceptibility compared to complete 

medium (containing nitrate as sole N source), stressing the specific role of Gln in favoring A. 

euteiches infection. (2) Conversely a treatment (BABA) inducing resistance in a NØ-IS 

genotype was correlated with lower levels of Gln and was partially reverted by adding Gln.  

Gln is known to play a role in plant-pathogen interaction. On the pathogen side, 

glutamine is well known to be a favorable N source for fungal development in vitro (Tudzynski, 

2014) and high levels of Gln in planta could therefore favor pathogen growth. N limitation, 

however, was proposed to be a key cue in activating virulence  and the switch from biotrophy 

to necrotrophy in hemibiotrophic fungi (Pellier et al., 2003; Snoeijers et al., 2000). Gln was 

indeed shown to repress fungal virulence in the hemibiotrophic fungus Fusarium oxysporum 

and the formation of appressoria, highly specialized infection structures, in the rice blast fungus 

Magnaporthe oryzae (López-Berges et al., 2010; Marroquin-Guzman and Wilson, 2015). On 

the plant side reports show that the plant metabolic pathways activated during necrotrophic 

stage are similar to those induced during senescence (Swartzberg et al., 2007; Tavernier et al., 
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2007). Accumulation of glutamine linked to N remobilization by cytosolic GS in plant host was 

proposed to be involved in plant defence in response to Colletotrichum lindemuthianum 

(Tavernier et al., 2007) and was correlated with the onset of the necrotrophic phase of the 

pathogen. Gln accumulation was proposed to signal to the pathogenic fungus that plant was 

translocating N and possibly trigger the onset of the necrotrophic stage. In complete medium, 

we did indeed observe a higher accumulation of transcripts of the GS1a and GS1b genes upon 

root inoculation in the lines displaying NØ-IS, suggestive of the induction of N remobilization 

during pathogen infection, but this was not observed on NØ medium for  the SA022322 

genotype (Fig. 5B). It would be interesting therefore to test whether other types of regulation 

affect GS since tyrosine-nitration of GS1a has been proposed to control plant-microbe 

interactions in M. truncatula (Melo et al., 2011). More recent studies have identified Gln as an 

important mediator of plant-pathogens interactions through redox modulation. (Liu et al., 2010) 

showed that knocking out a single amino acid transporter gene (LHT1), that uses Gln as a main 

substrate, is sufficient to confer resistance of Arabidopsis against a large spectrum of pathogens. 

These studies highlighted the specific role of Gln rather than plant N status in plant defence 

with Gln-deficiency leading to the activation of plant defence responses by enhancing cellular 

redox stress. Our data are consistent with this role of Gln in plant immunity as more susceptible 

genotypes displayed higher Gln contents upon infection and conditions favoring Gln 

accumulation increase A. euteiches infection.  

The effect of Gln on plant immunity appears to be broad because it decreased also the protection 

against A. euteiches conferred by BABA on the susceptible F83005.5 genotype. Gln was 

reported to revert a wide range of phenotypes induced by BABA including reduced plant 

growth, anthocyanin accumulation, resistance to heat stress and resistance to a bacterial 

pathogen (Wu et al., 2010). This reversal was attributed to the alleviation of an amino acid 

stress induced by BABA as it is a non proteinogenic amino acid which cannot be metabolized 

by plants. BABA was reported to alter amino acid balance (Luna et al., 2014; Singh et al., 

2010), but whether BABA affected Gln levels was not reported.  

 In conclusion, in this work we show that N-deficiency affects M. truncatula resistance 

to A. euteiches and this is dependent on plant genotype. Mechanisms leading to NØ-IR or IS 

seem independent of those  involved in quantitative resistance (Badis et al., 2015; Djébali et 

al., 2011) and of plant perception of N-deficiency. Finally, we have identified Gln as a N source 

important for A. euteiches infection. This suggests the role of Gln in a cross-talk between plant 

and pathogen but the exact mechanisms involving Gln production and effects on A. euteiches 

infection remain unknown.   
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Figure I.25: Graphique représentatif d’une analyse en composante principale 

Les génotypes suivants sont représentés sur ce graphique: A17 en vert, F83005.5 en rouge, DZA045-6 en 

bleu et SA022322 en orange. Chaque génotype est représenté dans 4 conditions différentes: en milieu 

complet (NPS), en milieu complet en présence de 200 µM de BABA (NPS+BABA), en milieu carencé en 

nitrate (NØ), en milieu carencé en nitrate avec 200 µM de BABA (NØ+BABA). Le graphique présenté 

correspond à une expérience représentative de deux expériences indépendantes. Les composantes principales 

représentées ici ont été obtenues à partir des variables suivantes : taille de la racine I, taille et nombre de 

racines II, biomasse aérienne et racinaire, pourcentages de brunissement de la tige et de la racine I et quantité 

d’agent pathogène (ELISA). 
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 2.3 Résultats complémentaires: protection par le BABA de M. truncatula à 

A. euteiches sur milieu complet ou carencé (NØ) 

  

 Les premières expériences ont permis de montrer une diminution de la sensibilité d’A17 

sur milieu NØ et un effet protecteur du BABA sur la sensibilité de F83005.5 à A. euteiches. 

Nous avons alors décidé de réaliser les expériences sur milieu complet (NPS) et carencé en 

nitrate (NØ), en présence ou non de BABA (200 µM). 

 L’ACP présentée ici (Figure I.25), montre les résultats pour les quatre génotypes dont 

les analyses ont été plus poussées (cf. publication). Le graphique rend compte de 56 % de la 

variabilité. L’axe F1 est fortement corrélé aux paramètres de sensibilité à A. euteiches, ce qui 

correspond au fait que plus un génotype sera situé du côté positif de l’axe F1, plus celui-ci sera 

sensible. 

 La présence du BABA dans le milieu induit, pour tous les milieux et pour tous les 

génotypes, une augmentation de la résistance à l’agent pathogène. La protection par le BABA 

est très importante pour F83005.5 et dans le cas du génotype DZA045-6 en milieu NØ, elle 

s’accompagne de changements dans l’architecture racinaire. En effet, en milieu  NØ, une 

augmentation du nombre de racines secondaires est observée chez DZA045-6 et celle-ci est 

fortement réduite en présence de BABA. Ceci souligne à nouveau que DZA045-6 est à part 

pour la réponse à la carence. Nous mettons en évidence, ici, les effets du génotype et du milieu 

sur leur protection vis-à-vis d’A. euteiches par le BABA.  
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Figure II.1: Oxydation/réduction du monoxyde d'azote 
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  1. Introduction : données bibliographiques 

 

 Nous proposons d’étudier dans ce chapitre, les évènements moléculaires intervenant au 

cours de l’interaction M. truncatula/A. euteiches et leur modulation par la carence azotée. Nous 

nous sommes plus particulièrement intéressés à un médiateur important de l’immunité chez les 

plantes, le monoxyde d’azote (NO) et à certaines molécules qui participent à la régulation de sa 

concentration et de son activité comme les formes actives de l’azote (RNS) et aux formes 

actives de l’oxygène (ROS). Nous commencerons ce chapitre par une introduction 

bibliographique puis nous présenterons les résultats obtenus. Les travaux menés ont permis la 

publication d’un article scientifique en avril β016. 

 

 

 1.1 Le monoxyde d’azote 

 

 Le monoxyde d’azote (NO) a été découvert en 177β dans l’air par le théologien et 

chimiste anglais Joseph Priestley. C’est un gaz diatomique ubiquitaire, formé d’un atome 

d’azote et d’un atome d’oxygène. Le NO a d’abord été très étudié et décrit chez les animaux 

pour être impliqué dans divers processus biologiques. Les travaux menés depuis les années 

1980 ont montré le rôle du NO dans la neurotransmission, la vasodilatation sanguine, la 

reproduction, l’embryogenèse, l’inflammation, l’apoptose ou encore l’immunité (Schmidt & 

Walter, 1994). Depuis sa découverte, il a été montré que le NO était impliqué dans de 

nombreuses réactions chez tous les règnes du vivant. L’étude de rôle physiologique du NO chez 

les plantes et les microorganismes suscite un vif intérêt depuis les vingt dernières années. 

 

 L’activité du NO est liée à ses caractéristiques chimiques. Sous sa forme radicalaire 

(NO●), le NO possède un électron orbital, lui conférant ses propriétés réactives. L’oxydation de 

ce radical formera le nitrosonium (NO+) ou le gain d’un électron formera le radical nitroxyle 

(NO-), chacun de ces composés présentant des propriétés et réactivités propres (Stamler et al, 

1992) (Figure II.1).  Pour être électroniquement plus stable, le NO interagit avec de nombreuses 

molécules diverses telles que les lipides, l’ADN et les protéines sur lesquelles il peut engendrer 

des dommages. Par exemple, il a été montré que le NO était capable d’entraîner la déamination 

de l’ADN in vitro et in vivo expliquant probablement l’effet mutagène du NO (Wink et al, 

1991). 
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Figure II.2: Transformation de la L-arginine en L-citrulline avec libération de NO 

Le NO est synthétisé grâce aux NO synthases qui consomment du NADPH et de l’O2, pour 

oxyder la L-arginine en L-citrulline et NO. 

Figure II.3: Fonctionnement générale des NOS animales 

Le NADPH est oxydé au niveau du domaine réductase. Les 2 électrons libérés transitent par le 

FAD, puis par le FMN, avant d’aboutir dans le domaine oxygénase, qui possède les sites de 

fixation de BH4 et de l’hème. Ce flux d’électrons n’est possible qu’en présence de calmoduline 

(CAM). 
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La réactivité et la durée de vie du NO (1 à 5 s) peuvent être modulées en fonction de son 

environnement (pH, température, statut redox de la cellule…). 

 

 

 1.2 Biosynthèse du NO 

 

 La production et l’émission de NO dans l’atmosphère par les plantes ont été démontrées 

depuis de nombreuses années. Par exemple, Klepper, (1979) a mis en évidence une production 

de NO chez le soja traité avec des herbicides inhibiteurs de la photosynthèse. Les mécanismes 

moléculaires sous-jacents à cette biosynthèse chez les plantes, ont été étudiés plus tard. Afin de 

mieux comprendre ces mécanismes, nous décrirons dans un premier temps les principaux 

systèmes de synthèse de NO chez les animaux. 

 

  a. La synthèse de NO chez les animaux 

 La synthèse de NO est assurée par voie enzymatique, via une famille de protéines 

appelées oxyde nitrique synthases (NOS). Ces enzymes catalysent la transformation de la L-

arginine en L-citrulline et NO (Figure II.2). Chez l’homme, trois isoformes de NOS ont été 

caractérisées. Deux d’entre elles sont constitutives, les NOS endothéliale (eNOS) et neuronale 

(nNOS), et la troisième est inductible (iNOS). Ces enzymes nécessitent l’action de plusieurs 

cofacteurs, comme la flavine mononucléotide (FMN), la flavine adénine dinucléotide (FAD), 

la calmoduline (CaM) et la tétrahydrobioptérine (BH4) (Figure II.3). L’activité des eNOS et 

nNOS est dépendante de la fixation d’une CaM chargée en Ca2+. Leur activation conduit à une 

libération rapide, de courte durée, et faible de NO (pmol/min/mg de NOS), classiquement 

associée à des processus cellulaires dans lesquels le NO intervient en tant que molécule signal. 

La iNOS peut quant à elle lier une CaM non chargée en Ca2+ et conduit à une formation plus 

importante et prolongée de NO (nmol/min/mg de NOS), plutôt impliquée dans la réponse 

immunitaire ou dans certaines pathologies, pour lesquelles le NO peut intervenir en tant 

qu’agent cytotoxique (Beck et al, 1999). 

 D’autre part, le NO peut être produit de façon non-enzymatique par réduction chimique 

des nitrates/nitrites (Lundberg et al, 2008). Cette voie de biosynthèse est moins décrite que celle 

impliquant les NOS et semble être mise en place dans un environnement acide et/ou réducteur 

et en conditions anoxiques, conditions où l’activité NO synthase arginine dépendante est limitée 

(Weitzberg & Lundberg, 1998). Récemment, des interactions ont pu être mises en évidence  
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Figure II.4: Les voies majeures de production de NO chez les plantes 

Deux voies principales, l’une réductrice et l’autre oxydative contribuent à la synthèse du NO. 

La voie réductrice correspond à la réduction du nitrite (NO2
-) et implique la respiration 

mitochondriale, la nitrate réductase (NR), la nitrite:NO réductase (Ni:NOR) ou encore un 

environnement fortement acide ou réducteur (voie non enzymatique). La voie oxydative utilise 

comme substrat la L-arginine, des polyamines, ou des hydroxylamines. 

Extrait de Moreau et al, 2010 
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entre la voie de biosynthèse de NO à partir des nitrates/nitrites et la voie eNOS (Carlström et 

al, 2015). 

 

  b. La synthèse de NO chez les plantes 

 L’origine de la production de NO chez les plantes est établie de façon moins certaine 

que chez les mammifères. Les voies de biosynthèse semblent plus diversifiées et sont 

classiquement identifiées comme oxydatives ou réductrices (Figure II.4). 

 

 ● Voies oxydatives: 

 De nombreuses études ont été réalisées afin d’identifier des enzymes de type NOS chez 

les plantes terrestres modèles et des arguments expérimentaux sont en faveur de l’existence de 

telles enzymes (classiquement nommée NOS-like) (Moreau et al, 2010; Gupta et al, 2011a). En 

effet, des activités NOS-like, sensibles à des inhibiteurs de NOS de mammifères, ont été 

mesurées dans des extraits tissulaires ou cellulaires chez différentes espèces (Corpas et al, 

2009). Par ailleurs, ces inhibiteurs sont capables de bloquer l’accumulation de NO observée 

dans divers contextes physiologiques comme par exemple le développement (Corpas et al, 

2006), les réponses des plantes à des agents pathogènes (Delledonne et al, 1998; Besson-Bard 

et al, 2008a) ou à des stress abiotiques tels qu’une exposition au cadmium (Besson-Bard et al, 

2009). Cependant, les gènes codant pour les protéines NOS sont absents chez toutes les espèces 

modèles de plantes terrestres dont le génome a été entièrement séquencé et l’analyse récente du 

transcriptome de 1350 espèces de plantes a confirmé ce résultat (Jeandroz et al, 2016). 

Néanmoins, une enzyme présentant une forte similarité à la NOS des mammifères a été 

identifiée et caractérisée chez les algues vertes Ostreococcus tauri et Ostreococcus lucimarinus 

(Foresi et al, 2010). Les auteurs ont vérifié que la NOS d’O. tauri catalyse la formation de NO 

in vitro à partir de L-Arg et est impliquée dans la physiologie de l’algue, notamment dans les 

réponses adaptatives déclenchées par une forte irradiation lumineuse. Plus récemment, une 

quinzaine de protéines présentant une identité de séquence significative avec les NOS animales 

ont été identifiées chez différentes espèces d’algues, essentiellement des algues vertes 

(Jeandroz et al, 2016). L’enzyme NOS semblerait avoir été perdue au cours de l’évolution des 

organismes photosynthétiques lors du passage à la vie terrestre. L’hypothèse alors avancée 

serait que d’autres systèmes enzymatiques plus adaptés au mode de vie terrestre interviendraient 

pour assurer la biosynthèse du NO. 
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 Une autre voie oxydative de production de NO impliquant les polyamines, dérivées de 

la L-arginine, a été proposée. En effet, les polyamines, en particulier la spermine et la 

spermidine, déclenchent une production importante et rapide de NO chez A. thaliana (Tun et 

al, 2006). Il est envisageable que cette synthèse de NO soit catalysée par les polyamines 

oxydases (Yamasaki & Cohen, 2006). Il a été montré qu’un mutant d’amine oxydase (cuao1, 

copper amine oxidase) est altéré dans la production de NO (Wimalasekera et al, 2011). 

Toutefois, les acteurs moléculaires mis en jeu dans ces voies de synthèse de NO dépendantes 

de la L-arginine demeurent inconnus. 

 

 ● Voies réductrices: 

 La nitrate réductase (NR), enzyme cytoplasmique, catalyse principalement la réduction 

du nitrate en nitrite (cf chapitre I). Cette enzyme peut également réduire le nitrite en NO 

(Yamasaki, 2000). Cette réaction nécessite des conditions particulières comme une 

concentration élevée en nitrite qui peuvent être rencontrées lors de stress hypoxiques (Rockel 

et al, 2002). Toutefois, cette activité enzymatique est secondaire et ne représenterait que 1 % 

de l’activité totale de la NR. L’utilisation de plantes mutées sur les gènes codant pour la NR a 

permis de démontrer que le NO produit par cette voie est impliqué dans différents processus 

physiologiques tels que la fermeture des stomates, la réponse à des stress abiotiques (Neill et 

al, 2008; Cantrel et al, 2011), ou encore la réponse à des éliciteurs tels que le chitosane ou les 

OG (Srivastava et al, 2009; Rasul et al, 2012).  

 Une seconde voie enzymatique associée à la synthèse de NO à partir du nitrite a pu être 

détectée sur des fractions membranaires de cellules de racines de tabac et ferait intervenir une 

enzyme plasmalemmique, encore non identifiée génétiquement, la Ni:NOR (nitrite:NO 

réductase) (Stöhr et al, 2001). Cette enzyme ne serait exprimée que dans les racines et produit 

du NO dans l’apoplasme à partir du nitrite, en utilisant la NADPH comme donneur d’électron. 

L’activité de la Ni:NOR est induite par l’hypoxie et fonctionnerait grâce à une NR apoplastique 

liée à la membrane catalysant la réduction du nitrate en nitrite (Stöhr & Ullrich, 2002). De plus, 

en condition d’hypoxie et lors de la symbiose racinaire rhizobienne, une formation de NO par 

la réduction du nitrite peut être également observée au niveau des mitochondries (Planchet et 

al, 2005; Horchani et al, 2011). Cette synthèse est associée à la chaîne de transport d’électrons 

qui utilise le nitrite comme accepteur final. La NR dans ce cas intervient de façon indirecte dans 

la production de NO par sa capacité à produire du nitrite nécessaire pour ces réactions. Ces 

deux voies de production semblent cependant être limitées aux racines des plantes, où la 

pression partielle en oxygène est faible (Gupta et al, 2011a). 
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Figure II.5: Modifications post-traductionnelles induites par le NO 

Le NO peut réagir avec les métaux de transition (M) des métalloprotéines. Ce procédé est 

appelé metal-nitrosylation et peut affecter notamment les hémoglobines (non)-symbiotiques 

(nsHbs et sHb). La tyrosine nitration dépend de la formation de dérivés de NO, comme le 

peroxynitrite (ONOO-) formé en présence de l’anion superoxide (O2
-). La nitration se produit 

sur un des deux carbones équivalents (C3) du résidu tyrosine pour former un 3-nitrotyrosine. 

Cette réaction a été démontrée pour la glutamine synthétase de M. truncatula (MtGS2) par 

exemple. La S-nitrosylation est une attaque électrophile du cation nitrosonium sur le groupe 

thiol d’un résidu cystéine de la protéine cible. Plusieurs dizaines de protéines S-nitrosylées dont 

certaines impliquées dans les réponses aux stress ont été répertoriées. 

Extrait de Astier & Lindermayr, 2012 
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 Par ailleurs, le nitrite peut être réduit en NO de façon non enzymatique, dans des 

conditions acides telles que celles rencontrées dans l’apoplasme des graines et des racines 

(Bethke et al, 2004). 

 

 

 1.γ Mécanismes d’action du NO 

 

  a. Modifications post-traductionnelles induites par le NO 

 Le NO peut interagir directement avec les protéines et dans certains cas modifier leurs 

structures et leurs activités. Il existe trois types de modifications post-traductionnelles (MPT) 

induites par le NO : la métal-nitrosylation, la tyrosine nitration et la S-nitrosylation (Figure 

II.5). 

 

  ● Métal-nitrosylation: 

 La métal-nitrosylation est un mécanisme réversible désignant la formation d’une liaison 

covalente entre le NO● et un métal de transition présent dans une métalloprotéine. Plus 

précisément, le NO●, en tant que donneur d’électron, réagit avec le fer, le zinc et le cuivre 

localisés soit au sein d’un hème, soit libre dans la protéine et conduit à la formation de 

complexes métal-nitrosyles. Le changement de conformation, induit par cette MPT, peut 

impacter l’activité ou la réactivité de la protéine cible (Ford, 2010).  

 Chez les animaux, l’activation de la guanylate cyclase (GC) est un exemple de métal-

nitrosylation bien connu dans la littérature. L’interaction du NO avec le fer de l’hème de la GC 

conduit à la production du messager secondaire, le cGMP aboutissant à la mise en place de 

diverses réponses (Besson-Bard et al, 2008b). Chez A. thaliana, il a été montré, in vitro, qu’une 

protéine capable de lier le NO possédait une activité GC (Mulaudzi et al, 2011). Le rôle de cette 

protéine reste cependant à déterminer. 

 

  ● Tyrosine nitration: 

 La tyrosine nitration correspond à l’incorporation d’un groupement nitro (NO2
+) à un 

résidu tyrosine par action du peroxynitrite (ONOO-), conduisant à la formation de 3-

nitrotyrosine. Le groupement NO2
+ provient du radical dioxyde d’azote (NO2

●), agent oxydant 

issu de la réaction entre le NO● et l’O2
●-, ou de la décomposition de ONOO-, oxydant puissant 

produit par la réaction du NO● et de l’O2
●-. Dans des conditions physiologiques, ONOO- réagit 
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principalement avec le CO2 pour être ensuite décomposé en radical carbonate (CO3
●-) et NO2

● 

(Astier & Lindermayr, 2012). La tyrosine nitration est limitée à des résidus tyrosine spécifiques 

(Ischiropoulos, 2003; Bayden et al, 2011) et peut favoriser des changements conformationnels 

qui conduisent à l’activation, l’inhibition (Radi, 2004) ou à la dégradation par le protéasome 

(Castillo et al, 2015) de protéines cibles. 

 Due à sa grande stabilité in vitro (à pH acide et basique, à 100 °C) et à la méconnaissance 

des systèmes de dénitration, la tyrosine nitration a d’abord été décrite comme étant une 

modification post-traductionnelle irréversible (Hanafy et al, 2001). Cependant, des travaux 

tendent à démontrer qu’il existerait un système de dénitration (Abello et al, 2009). Deeb et al, 

(2013), ont caractérisé, dans les cellules endothéliales humaines et de souris, une activité 

dénitrase capable de réverser la tyrosine nitration de la cyclooxygénase 1.  

 Des centaines de protéines tyrosine nitrées appartenant à des familles très variées 

(oxydase, réductase, synthétase, chaperonne, protéase, facteur de transcription, tubuline, 

catalase) et impliquées dans différentes voies métaboliques ont été identifiées en réponse aux 

agents pathogènes et également au cours du développement de la plante d’A. thaliana (Cecconi 

et al, 2009; Lozano-Juste et al, 2011). L’évolution au cours du temps du profil des protéines 

tyrosine nitrées en fonction du développement ou du stress suggèrent la réversibilité de ce 

mécanisme (Cecconi et al, 2009; Begara-Morales et al, 2013). 

  

  ● S-nitrosylation: 

 La S-nitrosylation résulte de la liaison covalente d’une molécule de NO (forme 

nitrosonium) avec l’atome de soufre d’un résidu cystéine (Cys) de protéine entraînant la 

formation d’un S-nitrosothiol (SNO) (Hess et al, 2005). Chez les plantes, aucun motif de S-

nitrosylation n’est décrit mais une cystéine entourée d’un acide aminé acide et basique, présente 

dans un environnement hydrophobe, serait une cible préférentielle de S-nitrosylation (Astier et 

al, 2012). Un autre mécanisme de S-nitrosylation existe, la transnitrosylation. Ce mécanisme 

correspond au transfert direct du groupement NO d’une protéine S-nitrosylée (ou d’un SNO) à 

une seconde protéine (Astier et al, 2012). Le S-nitrosoglutathion (GSNO), un nitrosothiol de 

faible poids moléculaire, est considéré comme un agent important de la transnitrosylation.  

 La S-nitrosylation peut induire un changement de conformation des protéines pouvant 

entraîner une modification de l’activité, de la localisation ou de la stabilité de la protéine. Chez 

les plantes, cette réaction participe à différents mécanismes tels que l’immunité, la régulation 

hormonale et le métabolisme carboné (Astier et al, 2012). La S-nitrosylation est une réaction 

réversible. En plus de la dénitrosylation spontanée, il existe des protéines capables de 
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dénitrosyler les cystéines modifiées : les thiorédoxines (Trx) et les GSNO réductases (GSNOR) 

(Benhar et al, 2009).  

 

  b. La modulation de la transcription de gènes 

 L’étude des mécanismes sous-jacents aux effets physiologiques du NO chez les plantes 

ont également révélé la capacité de ce dernier à moduler l’accumulation de transcrits de gènes. 

Plusieurs études réalisées sur différentes plantes (A. thaliana, M. truncatula, le soja et le tabac) 

et dans divers organes végétaux (racine, feuille, suspensions cellulaires) ont permis d’identifier 

des gènes différentiellement exprimés suite à un traitement avec un donneur ou un piégeur de 

NO ou par l’utilisation de plantes transgéniques affectées dans l’homéostasie du NO (Grün et 

al, 2006; Badri et al, 2008; Palmieri et al, 2008; Ahlfors et al, 2009; Xu et al, 2013). Le NO 

peut réguler l’expression de nombreux gènes via des modifications de la voie de signalisation 

SA (Kovacs et al, 2015) et de structure de la chromatine (Ou et al, 2015; Chaki et al, 2015). Il 

peut également jouer un rôle sur les facteurs de transcription, comme par exemple être détecté 

par les facteurs de transcription ERFs du groupe VII, ce qui les déstabilise et permet de 

coordonner la régulation des processus médiés par le NO au cours de la croissance et du 

développement (Gibbs et al, 2014). Les auteurs ont précisé le mécanisme moléculaire impliqué 

dans la germination des graines régulé par le NO. Ce mécanisme se réalise par la détection du 

signal par les ERFs du groupe VII jusqu’à la régulation d’un facteur de transcription clé, ABI5 

(abscisic acid insensitive 5). Plus récemment, il a été montré que le NO jouait également un 

rôle direct sur ABI5. En effet, la S-nitrosylation de ce facteur de transcription provoque sa 

dégradation et permet la germination des graines (Albertos et al, 2015).  

 

 

 1.4 Homéostasie du NO 

 

 L’homéostasie du NO peut être définie par la capacité de la cellule à assurer la régulation 

spatio-temporelle de la concentration du NO afin de garantir la spécificité d’action du signal. 

Celle-ci dépend donc de la coordination entre sa synthèse et sa dégradation. Ainsi, après avoir 

discuté des différents mécanismes à l’origine de la production de NO et de son mode d’action, 

nous verrons dans ce paragraphe les acteurs principaux impliqués dans son turn-over : les 

hémoglobines, le peroxynitrite, le GSNO et la GSNOR (Figure II.6).  
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Figure II.6: Régulation de l’homéostasie du NO 

 Les niveaux de GSNO sont hautement régulés par la GSNO réductase (GSNOR). Cette 

enzyme catalyse la transformation du GSNO en GSH disulfide (GSSG) et ammoniac (NH3). 

 Les plantes ont développé des mécanismes efficaces de détoxication du peroxynitrite 

(ONOO-) par des peroxydases (Prx) thiol-dépendantes qui catalysent la réduction du ONOO- 

en dioxyde d’azote (NO2
-) et eau.  L’homéostasie du NO peut être modulée par les 

hémoglobines. Les hémoglobines de classe-1 (Hb1) catalysent le turnover du NO en nitrate 

(NO3
-) et influencent ainsi la croissance, le développement et les réponses au stress. 

Adapté de Groß et al, 2013 
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  a. Les hémoglobines 

 Trois classes d’hémoglobines, basées sur leurs propriétés structurales et sur leur affinité 

de liaison à l’oxygène et au NO, existent chez les plantes. Les hémoglobines de classe 1 

possèdent une forte affinité pour l’oxygène et leur fonction principale est de piéger le NO à de 

très faibles concentrations en oxygène. Les hémoglobines de classe 2 possèdent une plus faible 

affinité pour l’oxygène et permettent l’approvisionnement en oxygène des tissus en 

développement. Les hémoglobines symbiotiques de diverses légumineuses, appelées également 

leghémoglobines, se trouvant dans les nodosités symbiotiques, sont principalement issues des 

hémoglobines de classe 2. Les hémoglobines de classe 3 sont tronquées et représentent un clade 

avec très peu de similarité avec les classes 1 et 2 (Gupta et al, 2011b). Les deux premières 

classes d’hémoglobines peuvent être oxydées par le NO au niveau du fer de l’hème 

(Igamberdiev & Hill, 2004; Navascués et al, 2012). Cette réaction conduit à la formation de 

nitrate et met en évidence, qu’au-delà de transporter l’oxygène, les hémoglobines joueraient le 

rôle de piégeur de NO. Par ailleurs, les hémoglobines tronquées sont également impliquées dans 

le piégeage du NO chez les plantes supérieures et les algues vertes dont Chlamydomonas 

reinhardtii (Kim et al, 2014; Sanz-Luque et al, 2015). Ces protéines sont donc considérées 

comme des modulateurs des concentrations en NO (Gupta et al, 2011b). 

 

  b. Le peroxynitrite 

 Le peroxynitrite (ONOO-), qui est une RNS, est également considéré comme un des 

acteurs de l’homéostasie du NO (Vandelle & Delledonne, 2011). Il est formé par l’interaction 

entre le NO et l’anion superoxide (voir chapitre II. 1.5). La vitesse d’interaction entre le NO● 

et l’O2
●- est plus rapide que la vitesse de transformation de l’O2

●- par la superoxyde dismutase 

(SOD) (Salvemini et al, 2006). Par conséquent, en formant le ONOO-, le NO ne piège pas 

seulement l’O2
●- mais réduit également sa dismutation par la SOD et donc la production d’H2O2 

(Wendehenne et al, 2014). Le peroxynitrite peut provoquer la peroxydation des lipides, la 

nitration ou l’oxydation des protéines, et des dommages oxydatifs de l’ADN, faisant de lui un 

acteur cytotoxique. Cependant, dans certaines conditions, la modification des lipides et/ou 

protéines par ONOO- participe à la régulation de la signalisation cellulaire médiée par le NO, 

en interférant par exemple, avec des cascades de phosphorylation (ex : les MAPKs) (Liaudet et 

al, 2009).  
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Figure II.7: Production d’H2O2 dans les cellules végétales et réaction dans les différents 

compartiments cellulaires 

Production d’H2O2 dans (A) le chloroplaste au niveau des sites des photosystèmes I et II (PSI 

et PSII), (B) le peroxisome, avec l’action des enzymes xanthine oxydase (XOD) et de la 

glycolate-oxydase (GOX), (C) les mitochondries et (D) dans l’apoplaste. 
Extrait de Saxena et al, 2016 
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  c. GSNO et GSNO réductase 

 Les SNO sont généralement plus stables en solution que le NO. Les SNO peuvent 

participer au transport, au stockage, à la livraison du NO ainsi qu’aux modifications post-

traductionnelles impliquées dans la signalisation cellulaire (Lindermayr & Durner, 2009). Le 

GSNO est considéré comme l’un des principaux nitrosothiols de faible poids moléculaire et 

comme le réservoir endogène majeur de NO (Wang et al, 2006). Les niveaux de GSNO sont 

contrôlés par la GSNOR, enzyme clé métabolisant le GSNO en ammoniac et en GSH disulfide 

(GSSG). Le mutant Atgsnor1, invalidé dans l’expression de la GSNOR, présente des niveaux 

élevés de SNO et est perturbé dans la résistance de la plante à P. syringae (Feechan et al, 2005). 

Rustérucci et al, (2007) ont confirmé que la GSNOR contribuait à la régulation de la teneur en 

SNO. Le rôle du SNO dans les réponses de défense des plantes a également été mis en évidence 

dans ces études mais celui-ci semble dépendant du pathosystème. Par ailleurs, une régulation 

inverse de la GSNOR sur la teneur en SNO peut être observée. En effet, chez le pois, l’induction 

des niveaux de SNO provoquée lors d’une blessure est corrélée à l’augmentation de l’activité 

de la GSNOR (Corpas et al, 2008). 

 

 

 1.5 Interaction NO/ROS et système antioxydant 

 

 Parallèlement à la production de NO, une production de ROS est fréquemment observée 

dans les cellules et tissus. Il apparaît que ces molécules sont capables d’interagir directement 

ou indirectement par la régulation de leur synthèse ou leur dégradation ce qui conduit à une 

modulation de leurs effets respectifs. 

 

  a. Synthèse des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et burst oxydatif 

 Les ROS sont produites majoritairement de manière constitutive dans les mitochondries, 

les plastes et les peroxysomes au cours des phénomènes de la respiration cellulaire et de la 

photosynthèse (Apel & Hirt, 2004) (Figure II.7).  

 Bien que l’O2 soit dans un état relativement non réactif, sa réduction partielle conduit à 

la formation des ROS. Parmi les ROS, on retrouve l’anion superoxide (O2●-), le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (●OH) (Figure II.8). O2●- est un produit constitutif 

issu du transport d’électron mitochondrial, de la photosynthèse et des réactions de la flavine 

déhydrogénase et de la NADPH oxydase. Il peut être converti en d’autres ROS comme ●OH qui  
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Figure II.8: Formation des espèces réactives de l’oxygène 

La réduction partielle de l’O2 par ajout d’un électron permet la formation de l’O2
●-, grâce à la 

NADPH oxydase. L’O2
●- peut être protoné à faible pH entraînant la formation du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) grâce à l’enzyme superoxyde dismutase (SOD). Ce dernier a plusieurs 

devenirs. La catalase et la peroxydase vont entraîner la formation d’H2O à partir d’H2O2. 

L’H2O2 peut former le radical hydroxyle OH en présence de cations métalliques tels que Fe2+.  

Adapté de Buchanan et al, 2000 
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est le plus réactif ou H2O2. L’H2O2, stable et moins réactif que l’O2●-, peut être transformé en 

H2O par des catalases ou des peroxydases comme l’ascorbate peroxydase (APX) et la glutathion 

peroxydase (GPX). Les peroxydases peuvent aussi catalyser la formation de l’O2●- et de l’H2O2 

par une réaction complexe qui nécessite l’oxydation du NADH en utilisant en premier lieu 

l’H2O2 produit de manière non enzymatique. Le radical NAD qui est formé, va réduire l’O2 en 

O2●-
 (Hahlbrock et al, 1995).  

 

 La production de ROS, peut être également induite lors des réponses aux stress, 

phénomène appelé « burst oxydatif ». L’induction de la production de ROS fait intervenir deux 

sources enzymatiques différentes: les peroxydases des parois cellulaires et les NAPDH 

oxydases, connues sous le nom de ROBHs (respiratory burst oxidase homologues). Des études 

utilisant des inhibiteurs de ces enzymes ont montré que les peroxydases contribuaient à 50 % 

de la production de ROS extracellulaires alors que le reste est issu des RBOHs membranaires 

et de sources intracellulaires (O’Brien et al, 2012b). Les protéines et les gènes correspondants 

ont été particulièrement étudiés. Chez M. truncatula, on dénombre sept gènes Rboh (RbohA à 

RbohG; Marino et al, 2011). Selon le tissu, les niveaux d’expression diffèrent entre les Rbohs. 

MtRbohA est préférentiellement exprimée dans les nodosités; MtRbohB est exprimée 

relativement au même niveau dans les racines, les nodosités, la tige et les gousses mais 

faiblement exprimée dans les feuilles et les fleurs; MtRbohC, MtRbohD et MtRbohG sont très 

faiblement exprimées; MtRbohF est fortement exprimée dans les poils absorbants et également 

dans les racines mais à plus faible niveau (Marino et al, 2011); MtRbohE est exprimée lors de 

la symbiose mycorhizienne (Belmondo et al, 2015). 

 

 Le taux de ROS est régulé par des systèmes enzymatiques (superoxide dismutase, 

catalases, APX) qui permettent leur détoxification ou non enzymatiques, grâce à des molécules 

antioxydantes (glutathion, tocophérol et ascorbate) (O’Brien et al, 2012b).  Le glutathion (GSH) 

est le principal thiol antioxydant des cellules. Il est synthétisé en deux étapes dans le cytosol, 

catalysées par la glutamate cystéine ligase et la GSH synthétase. Le GSH est nécessaire pour 

piéger les ROS avec l’aide de la GPX. La présence de l’homoglutathion ( -glutamylcysteine-

-alanine; hGSH), un homologue de GSH est une des caractéristiques des légumineuses 

(Frendo et al, 1999). L’absence de synthèse du GSH et de hGSH au cours des premières étapes 

de la symbiose entre M. truncatula et S. meliloti conduit à une inhibition de la formation des 

nodosités soulignant le rôle important de ces molécules dans la symbiose (Frendo et al, 2005). 
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Figure II.9: Exemple de régulation croisée entre NO et ROS dans les cellules végétales 

NR, nitrate réductase; NO, monoxyde d’azote; NO3-, nitrate; NO2-, nitrite ONOO-, peroxynitrite; Hb, 

hémoglobine; O2.-, superoxide; RBOH, NADPH oxydase; SOD, superoxide dismutase; H2O2, 

peroxyde d’hydrogène; CAT, catalase; APX, ascorbate peroxydase 

Adapté de Wang et al, 2013 
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 Plusieurs rôles sont attribués à la production de ROS dans le contexte des interactions 

plantes microorganismes. Le « burst oxydatif » a une activité antimicrobienne directe et 

participe au renforcement de la paroi cellulaire en induisant la formation de liaisons covalentes 

entre certaines protéines structurales de la paroi (Bradley et al, 1992). Les ROS jouent un rôle 

dans les défenses en tant que molécules de signalisation. Elles sont ainsi impliquées dans la 

production des phytoalexines (Apostol et al, 1989), le dépôt de callose et la mise en place de la 

mort cellulaire, limitant la propagation du microorganisme (Lamb & Dixon, 1997; O’Brien et 

al, 2012a). Les ROS sont impliquées dans le contrôle des processus de la HR avec le NO 

(Delledonne et al, 2001). Elles ont aussi un rôle important dans les interactions symbiotiques 

rhizobiennes au cours des phases précoces et tardives (Fester & Hause, 2005; Matamoros et al, 

2003). Dans les symbioses à AM, l’accumulation d’H2O2 a également été mise en évidence 

(Salzer et al, 1999). 

 

  b. Cross-talk du NO avec les ROS 

 ROS et NO participent donc à la régulation de phénomènes similaires (développement, 

réponses aux stress…cf Chapitre II 1.6) et des interactions fines interviennent entre ces deux 

types de molécules. Le cross-talk entre le NO et les ROS fait intervenir tout d’abord la 

régulation de la synthèse de l’un par l’autre (et inversement) (Figure II.9). Par exemple la 

production de NO module la production des ROS médiées par AtRBOHD dans les feuilles d’A. 

thaliana élicitées par les OG (Rasul et al, 2012) alors que chez le tabac, la production de NO 

induite dans les cellules traitées à la cryptogéine est partiellement régulée à travers une voie 

ROS-dépendante impliquant NtRBOHD (Kulik et al, 2015). En plus d’agir en tant que 

composant de la cascade de signalisation en impliquant les NAPDH oxydases, le NO pourrait 

également favoriser une augmentation des niveaux d’H2O2 en réduisant sa diminution. En effet, 

la S-nitrosylation, médiée par le NO, inhibe la catalase et l’ascorbate peroxydase, deux enzymes 

impliquées dans la transformation des ROS (Ortega-Galisteo et al, 2012; Pinto et al, 2013). Ces 

données indiquent que le NO et les ROS peuvent intervenir en synergie comme molécule signal. 

Leur action coordonnée est un mécanisme crucial pour l’activation des gènes de défense et 

l’induction de la mort cellulaire. 

 Les effets délétères induits par les ROS peuvent également être atténués par le NO. Au 

moins deux procédés ont été proposés. Comme décrit précédemment, le NO peut interagir avec 

l’O2●- pour former ONOO- réduisant ainsi les dommages cellulaires induits par les ROS. Ce 

modèle est également soutenu par le fait que la production de NO peut contrôler négativement 

le taux d’H2O2 produit dans les cellules de tabac traitées à la cryptogéine (Kulik et al, 2015). 
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Ce processus a été associé à une production concomitante de ONOO-. Le second procédé 

proposé est que le NO atténue les effets indésirables des ROS en contrôlant les activités 

NADPH oxydases. Yun et al, (2011) ont montré qu’en présence d’une concentration importante 

de SNO, le NO entraîne l’inactivation de la NADPH oxydase, via une MPT (S-nitrosylation). 

Ces auteurs ont proposé un modèle dans lequel les réponses des cellules végétales à l’attaque 

d’agents pathogènes nécessitent une régulation fine de l’équilibre NO/ROS afin de mieux 

contrôler le développement de la HR.  

 

 

 1.6 Rôle du NO chez les plantes  

 

 Chez les plantes, des études ont mis en évidence le rôle du NO dans la signalisation 

cellulaire et son implication dans divers processus comme la germination, la fermeture des 

stomates, la croissance racinaire et l’adaptation aux stress biotiques et abiotiques (Wilson et al, 

2008; Besson-Bard et al, 2008b). 

 

  a. Croissance et développement  

 Le NO est impliqué dans la croissance et le développement des plantes, évènements 

régulés par les phytohormones (Simontacchi et al, 2013). Par exemple, le NO entraîne 

l’inhibition de la floraison (He et al, 2004) et de la sénescence (Guo & Crawford, 2005) chez 

A. thaliana. Il joue un rôle dans la levée de la dormance des graines contrôlée par l’ABA 

(Bethke et al, 2006). Le NO est nécessaire à l’activation du cycle cellulaire induit par l’auxine 

chez M. sativa (Otvös et al, 2005). Il intervient dans la fermeture des stomates provoquée par 

l’ABA (Garcia-Mata & Lamattina, 2002) et régule les canaux potassiques et calciques des 

cellules de garde (Garcia-Mata et al, 2003) chez la fève. De plus, il est considéré comme un 

composé signal impliqué dans la mort cellulaire induite par les cytokinines (Carimi et al, 2005). 

Le NO est également impliqué dans le développement racinaire. Il est nécessaire au 

développement des racines adventices dont la formation est induite par l’auxine (Pagnussat et 

al, 2002). Récemment, il a été montré que les réponses des racines de maïs au nitrate sont 

régulées par le NO, l’auxine et les strigolactones (Manoli et al, 2016). Le NO permettrait de 

moduler les effets du nitrate sur la croissance de la racine primaire.  
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  b. Stress abiotiques 

 La capacité des plantes à réagir et à survivre dans des conditions de stress 

environnementaux, implique la détection et la signalisation d’évènements moléculaires où le 

NO devient un composant clé. Par exemple chez N. tabacum, de fortes températures, un stress 

osmotique ou salin entraînent une augmentation rapide de NO dans les cellules de feuille (Gould 

et al, 2003). En condition d’hypoxie, une forte production de NO est également observée chez 

M. sativa (Dordas et al, 2003; Igamberdiev et al, 2006), ainsi qu’une génération d’ATP par 

réduction du nitrite en NO par la chaîne de transport d’électrons (Igamberdiev & Hill, 2004) 

montrant également un rôle du NO dans le métabolisme énergétique. Le NO peut aussi être 

impliqué dans la régulation des stress oxydatifs. En effet, il protège contre les dommages 

oxydatifs induits par le polyéthylène glycol dans des suspensions cellulaire de roseaux (Zhao 

et al, 2008). Dans le cas de l’acclimatation des plantes au froid, Cantrel et al, (2011) ont 

montré que le NO servirait d’intermédiaire dans la régulation des gènes et la formation de 

phosphosphingolipide au cours du stress. Le stress froid peut entraîner la S-nitrosylation des 

enzymes, dehydroascorbate réductase et glutathion S-transférase provoquant une augmentation 

de leur activité et permettant ainsi une détoxification des ROS générées en réponse à ce stress 

(Sehrawat & Deswal, 2014). D’autres enzymes impliquées dans le métabolisme azoté et le 

métabolisme des acides aminés, telles que la cystéine synthase, l’alalanine glyoxylate 

aminotransférase, la glutamate glyoxylate aminotransférase et la glutamate synthase, ont été 

identifiées comme étant S-nitrosylées en réponse au stress froid (Puyaubert et al, 2014). 

 

  c. Stress biotiques 

 De très nombreuses données bibliographiques existent concernant l’implication du NO 

dans les stress biotiques. C’est d’ailleurs dans le contexte des interactions plante-agent 

pathogène, que les premières données concernant l’implication du NO comme agent de 

signalisation ont été publiées (Durner et al, 1998; Delledonne et al, 1998). Une production de 

NO est communément observée en réponse aux agents pathogènes ou éliciteurs des réactions 

de défense, comme par exemple dans les feuilles d’A. thaliana infectées par P. syringae 

(Modolo et al, 2005) ou dans des suspensions cellulaires de tomate élicitées par la xylanase 

(Laxalt et al, 2007). L’utilisation de plantes mutantes affectées dans la production ou 

d’inhibiteurs de la biosynthèse de NO ont permis de démontrer le rôle dans la résistance à 

certains agents pathogènes. En effet, des plantes d’A. thaliana possédant une activité NR très 

réduite (double mutant nia1nia2) ou traitées par des inhibiteurs de la synthèse de NO montrent  
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Figure II.10: Rôle du NO dans les réponses de défense sur le système NPR1/TGA1 

(A), Première phase montrant l’activation des défenses par l’effet du NO sur NPR1/TGA1; (B), 

Deuxième phase montrant le contrôle négatif du NO sur NPR1. 

Adapté de Astier et al, 2012 
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une réponse altérée de la HR au cours de l’infection par P. syringae (Delledonne et al, 1998; 

Modolo et al, 2005) suggérant ainsi que le NO est impliqué dans l’induction de la HR. Enfin, 

des plantes mutantes gsnor d’A. thaliana, dont les niveaux de SNO sont augmentés, montrent 

une augmentation de la SAR (Rustérucci et al, 2007) suggérant le rôle du NO dans la résistance 

systémique. 

 Le NO va agir dans la plante par différents mécanismes (cf chapitre II partie 1.3). Parmi 

ces mécanismes, les MPT peuvent jouer un rôle important lors d’une interaction plante/agent 

pathogène. L’identification de protéines S-nitrosylées in vivo a renforcé l’importance de ce 

mécanisme dans l’établissement de la résistance des plantes aux agents pathogènes (Trapet et 

al, 2015 pour revue). Un exemple du rôle du NO dans les réponses de défense peut être 

représenté par le système NPR1/TGA1. Dans les cellules non infectées, la protéine NPR1, 

régulateur majeur de la voie de signalisation du SA en réponse à un agent pathogène (Tada et 

al, 2008), est présente dans le cytosol sous forme d’homo-oligomères inactifs formés grâce à 

des ponts disulfures entre les monomères. Lors de la stimulation des réponses de défense, 

l’oligomère est dissocié en monomères par une réduction des ponts disulfures grâce à une 

thioredoxine. Dans un premier temps, une production de NO va faciliter la migration des 

monomères de NPR1 libérés dans le noyau où ces derniers vont interagir et activer le facteur 

de transcription TGA1 régulant positivement l’expression de gènes de défense (Lindermayr et 

al, 2010) (Figure II.10A). TGA1 est en effet S-nitrosylé favorisant ainsi sa fixation sur la région 

promotrice de certains gènes de défense. Dans un second temps, le NO pourrait exercer un 

contrôle négatif sur l’expression des gènes cibles de TGA1 en induisant l’oligomérisation des 

monomères NPR1 en oligomères inactifs par S-nitrosylation (Tada et al, 2008) (Figure II.10B). 

Ceci traduirait une hiérarchie temporelle des évènements induits par le NO. En effet, au cours 

de la progression de la SAR, le NO pourrait activer ou réprimer la cascade NPR1/TGA1 à des 

moments stratégiques. Ainsi, la S-nitrosylation de NPR1 pourrait représenter un rétrocontrôle 

négatif de la modulation de la SAR. Une autre protéine, CDC48 (cell division cycle 48), pouvant 

être S-nitrosylée a été identifiée dans notre équipe par une approche biotin-switch réalisée sur 

des protéines solubles de cellules de tabac traitées par la cryptogéine. CDC48 est une protéine 

chaperonne très conservée chez la levure, les mammifères et les plantes et qui appartient à la 

famille des AAA+ ATPase (ATPase associated with various activites) (Erzberger & Berger, 

2006). Ces protéines sont impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires, telles que la 

dégradation protéique, le repliement des protéines, l’activité hélicase de l’ADN, le contrôle de 

la réplication de l’ADN et le transport cellulaire (Tucker & Sallai, 2007).  Astier et al, (2012a) 

ont montré que la S-nitrosylation de NtCDC48 est nécessaire à l’activité de la protéine in vitro.  
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Figure II.11: Modèle schématique montrant les activités distinctes et chevauchantes du 

NO et de GSNO 

NOX1 et AtGSNOR1 régulent négativement les niveaux de NO et de GSNO, respectivement. 

La lettre A correspond aux protéines cibles pouvant être transnitrosylées par GSNO et les lettres 

A/B correspondent aux protéines cibles pouvant être S-nitrosylées par le NO. Le glutathion 

(GSH) correspond au lien entre le NO et le GSNO. La liaison du NO au GSH permet la 

formation de GSNO et l’activité de la GSNOR1 d’A. thaliana permet de reformer du GSH. Le 

NO peut également nitrosyler des métaux de transition incorporés à des protéines (cercle gris 

M) et des chaînes latérales d’acides aminés (triangle orange N). Ceci montre que le NO a un 

plus large éventail d’activités que le GSNO. 

Extrait de Tun et al, 2016 
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Par ailleurs, l’implication de cette protéine dans l’immunité a été récemment démontrée chez 

A. thaliana (Copeland et al, 2016). 

 

 Les deux agents de nitrosylation NO et GSNO peuvent avoir des fonctions synergiques 

dans l’immunité des plantes (Yun et al, 2016) (Figure II.11). Les auteurs ont montré que les 

mutants pertes de fonction nox1-1 (NO overexpression 1) et atgsnor1-3 d’A. thaliana sont plus 

sensibles à P. syringae. Le mutant nox1 montre une augmentation des niveaux de NO et le 

mutant atgsnor1-3 une augmentation des niveaux de SNO. Le double mutant atgsnor1-3 nox1-

1 affiche une suraccumulation de SNO et de NO, ainsi qu’une augmentation de la sensibilité à 

P. syringae plus importante que les simples mutants. Par ailleurs, la surexpression 

d’AtGSNOR1 réverte le phénotype d’un mutant perte de fonction gsnor mais pas d’un mutant 

surproducteur de NO. Le NO et le GSNO ont donc des cibles moléculaires distinctes et 

chevauchantes permettant ainsi le contrôle différentiel de processus cellulaires clés de 

l’immunité. 

 

 Chez les microorganismes, le NO peut être synthétisé par la NOS  (Ninnemann & Maier, 

1996; Crane et al, 2010) ou par la NR (Cutruzzolà, 1999; Marcos et al, 2016). Chez les 

bactéries, des études ont par exemple montré que le NO, produit par la NOS ou grâce à des 

donneurs de NO, induit l’expression de gènes impliqués dans les réponses aux stress oxydatifs, 

à la micro-aérobie et prend part à la transduction du signal dans les phénomènes de 

pathogénicité et de résistance (Crane et al, 2010; Meilhoc et al, 2010). 

 

  d. Interactions symbiotiques 

 Le NO peut également jouer un rôle dans les interactions symbiotiques puisque la 

modification des niveaux de cette molécule chez les deux partenaires nuit au développement 

des nodosités (Puppo et al, 2013). Une production de NO est observée chez la légumineuse 

Lotus japonicus 4 h après inoculation par Mesorhizobium loti (Shimoda et al, 2005). Le NO 

semble donc jouer un rôle important dans les stades précoces de la symbiose rhizobienne. Par 

ailleurs, de nombreuses études montrent son implication dans la régulation de la symbiose entre 

M. truncatula et Sinorhizobium meliloti. En effet, une production de NO, dépendante de 

l’activité NR (Horchani et al, 2011), est observée dans les nodosités (Baudouin et al, 2006) 

ainsi qu’une modulation de l’expression des gènes liés au NO au cours de la formation de la 

nodosité (Ferrarini et al, 2008; Boscari et al, 2013). De plus, l’utilisation de racines 

surexprimant le gène hmp, codant pour une flavohémoglobine capable de piéger le NO, a 
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montré une diminution de l’expression des gènes impliqués dans le développement des 

nodosités (del Giudice et al, 2011) suggérant ainsi la participation du NO dans le 

développement de ces organes.  

 Le NO semble également être impliqué dans la symbiose MA. Calcagno et al, (2012) 

ont mis en évidence la présence de NO dans les premiers stades de l’interaction entre M. 

truncatula et Gigaspora margarita. En effet, les racines de M. truncatula traitées avec des 

exsudats de G. margarita montrent une augmentation des niveaux de NO 5 min après 

traitement.  

 

  e. NO et nutrition azotée 

 La relation entre le NO et le métabolisme azoté est détaillée dans l’introduction de 

l’article « Cross-regulation between N metabolism and nitric oxide (NO) signaling during plant 

immunity » (Chapitre II 2.1). 

 

 

 1.7 Conclusion 

 

 Nos premières expériences nous ont permis de mettre en évidence l’implication de 

l’azote dans la résistance de M. truncatula à A. euteiches (cf Chapitre I). D’après la 

bibliographie, nous savons que la synthèse du NO est dépendante de l’azote et liée au 

métabolisme azoté. De plus, le NO est une molécule impliquée dans les réponses de défense. 

Nous nous sommes ainsi demandé quel pouvait être le rôle du NO et de son homéostasie dans 

la régulation de l’immunité des plantes par l’azote. 
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  2. Résultats 

 

 2.1 Article scientifique: Cross-regulation between N metabolism and nitric 

oxide (NO) signaling during plant immunity 

 

 Le but de cette étude est d’analyser l’interaction entre le nitrate et le NO dans le cadre 

de la réponse immunitaire chez M. truncatula suite à l’infection par A. euteiches, et ainsi mieux 

comprendre l’impact du NO dans les relations nutrition/défense.  

 L’article est organisé en deux parties distinctes. La première partie correspond à une 

brève revue bibliographique qui se focalise majoritairement sur les liens entre NO et le 

métabolisme azoté. La deuxième partie expérimentale a pour objectif d’évaluer (i) si des 

changements dans l’homéostasie du NO pouvaient affecter la résistance de M. truncatula à A. 

euteiches et (ii) si l’homéostasie du NO pouvait être modulée par la nutrition azotée au cours 

de l’interaction M. truncatula/A. euteiches. 

 Les travaux de cette publication ont été réalisés sur le génotype A17 et sur les racines 

transformées de ce génotype. 
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Plants are sessile organisms that have evolved a complex immune system which

helps them cope with pathogen attacks. However, the capacity of a plant to mobilize

different defense responses is strongly affected by its physiological status. Nitrogen

(N) is a major nutrient that can play an important role in plant immunity by increasing

or decreasing plant resistance to pathogens. Although no general rule can be drawn

about the effect of N availability and quality on the fate of plant/pathogen interactions,

plants’ capacity to acquire, assimilate, allocate N, and maintain amino acid homeostasis

appears to partly mediate the effects of N on plant defense. Nitric oxide (NO), one

of the products of N metabolism, plays an important role in plant immunity signaling.

NO is generated in part through Nitrate Reductase (NR), a key enzyme involved

in nitrate assimilation, and its production depends on levels of nitrate/nitrite, NR

substrate/product, as well as on L-arginine and polyamine levels. Cross-regulation

between NO signaling and N supply/metabolism has been evidenced. NO production

can be affected by N supply, and conversely NO appears to regulate nitrate transport

and assimilation. Based on this knowledge, we hypothesized that N availability

partly controls plant resistance to pathogens by controlling NO homeostasis. Using

the Medicago truncatula/Aphanomyces euteiches pathosystem, we showed that NO

homeostasis is important for resistance to this oomycete and that N availability impacts

NO homeostasis by affecting S-nitrosothiol (SNO) levels and S-nitrosoglutathione

reductase activity in roots. These results could therefore explain the increased resistance

we noted in N-deprived as compared to N-replete M. truncatula seedlings. They open

onto new perspectives for the studies of N/plant defense interactions.

Keywords: nitrogen metabolism, plant immunity, Aphanomyces euteiches, Medicago truncatula, nitric oxide

homeostasis

NITROGEN AND THE PLANT IMMUNE RESPONSE

Plants are under the constant threat of pathogen attacks that limit their survival and are major
yield-limiting factors. In response to these attacks, plants activate multiple defense reactions
both at the site of infection and systemically, which in many cases lead to resistance. These
reactions include massive transcriptional reprogramming, cell wall reinforcement, synthesis of
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antimicrobial metabolites, and production of pathogenesis-
related (PR) proteins. These events are mediated by a variety
of rapidly mobilized molecules, such as second messengers, e.g.,
Ca2+, protein kinases, reactive oxygen species (ROS), or reactive
nitrogen species (RNSs), including nitric oxide (NO). Although
these defense responses have been widely studied, it has become
increasingly obvious over the past years that a plant’s capacity
to mobilize them is greatly affected by its physiological status
(Snoeijers et al., 2000) and its development (Develey-Riviere and
Galiana, 2007).

Nutrients are important for the growth and development
of plants and microorganisms. Among them, nitrogen (N)
can affect the fate of an interaction between a plant and a
pathogen (Dordas, 2008). No general rules can be drawn about
modification of resistance by N. Although we know that N
lack or excess, along with the nature of available N in soil,
can modulate plant resistance (Huber and Watson, 1974), the
underlying mechanisms remain unclear. Recent works indicate
that plants’ capacity to acquire and assimilate N could partly
explain nutrition effects on plant defense. N is taken up by
the roots mostly in the form of nitrate (NO3

−) in aerobic
soils and ammonium (NH4

+) in flooded wetlands or acidic
soils. Ammonium taken up directly from the soil or resulting
from the reduction of NO3

− and nitrite (NO2
−) by nitrate

reductase (NR) and nitrite reductase (NiR), respectively, is
assimilated via the glutamine synthetase (GS)/glutamate synthase
cycle (Xu et al., 2012). The uptake of mineral N from the
soil and the subsequent distribution to the whole plant is
driven by nitrate transporters from the multigenic NRT2 and
NPF families and by ammonium transporters from the AMT
family (Krapp, 2015). The contribution of several of these
transporters to plant defense has recently been highlighted
in Arabidopsis thaliana. For instance, induction of AMT1.1
expression was evidenced upon infection by the bacterium
Pseudomonas syringae or the fungus Erysiphe cichoracearum (Liu
et al., 2010). The role of specific transporters was demonstrated
using plant mutants: nrt2 (deficient in the expression of the
NRT2.1 and NRT2.2 genes) and nrt2.6-1 mutants displayed
altered sensitivity to the bacterial phytopathogens P. syringae
and E. amylovora (Camanes et al., 2012; Dechorgnat et al.,
2012). Besides N uptake into plants and its subsequent allocation,
several results indicate that N assimilation and particularly
amino acid homeostasis can impact plant-pathogen interactions
(Zeier, 2013; Luna et al., 2014). Conversely, pathogen attacks
are correlated with modulation of the expression of genes
or of the activity of enzymes involved in N assimilation
such as NR or GS2, in N remobilization such as GS1,
and in amino acid metabolism [reviewed by Fagard et al.
(2014)]. Whether these changes in N metabolism reflect the
manipulation of host metabolism by the pathogen or result
from the modulation of plant defenses is not always clear.
Interestingly, some members of the GLR glutamate receptor
family were recently proposed to play a role as amino acid
sensors during plant defense, perhaps by sensing changes in
extracellular amino acids caused by pathogen infection (Forde
and Roberts, 2014). Crosstalk between N metabolism and
phytohormones can also interfere with plant stress responses

and could be considered as a mechanism involved in the
partitioning of available resources between defense and growth.
For instance, N limitation induced the accumulation of salicylic
acid (SA) in A. thaliana leaves (Yaeno and Iba, 2008).
Conversely, ethylene/jasmonic acid signaling coordinated the
upregulation of the nitrate transporter NRT1.8 (AtNPF7.2)
and the downregulation of NRT1.5 (AtNPF7.3) genes to tune
NO3

− reallocation in plants from the shoot to the roots under
stress conditions (Zhang et al., 2014). Finally, experiments
on rice showed that N-induced susceptibility to Magnaporthe
oryzae is genotype-dependent, and may be linked to N use
efficiency (Ballini et al., 2013). These interesting data raise the
question of the genetic control of N effects on plant immunity.
The identification of the corresponding QTLs will permit to
uncover new molecular actors of N-controlled resistance to
pathogens.

NITRIC OXIDE AND N METABOLISM

The role of NO in plant defense is widely accepted. NO is
involved in transcriptional regulation of defense genes encoding
PR proteins or proteins involved in phytoalexin synthesis,
SA accumulation, and post-translational protein modifications
(Wendehenne et al., 2014). NO is a nitrogen species produced
via a variety of pathways in plants (reviewed by Gupta et al.,
2011c). Briefly, these pathways can be classified into two groups
according to nitrogen-containing precursors: the L-arginine-
dependent pathway (oxidative pathway), and the NO2

−-
dependent pathway (reductive pathway). NO2

−-dependent NO
synthesis involves NR which reduces NO2

− to NO both in vitro
and in vivo in specific physiological contexts (Yamasaki and
Sakihama, 2000); alternatively, formation of NO through the
reduction of NO2

− by the mitochondrial respiratory chain can
also be observed, particularly in roots (Gupta et al., 2011a;
Horchani et al., 2011). Finally, NO can be produced by an
apoplastic non-enzymatic conversion of NO2

− to NO at acidic
pH, in the presence of reductants such as ascorbic acid (Bethke
et al., 2004).

Several pathways involved inNO transformation and turnover
and balancing the bioavailability of this molecule have been
identified (Leitner et al., 2009). Firstly, NO can react with
reduced glutathione to produce S-nitrosoglutathione (GSNO), a
low-molecular-weight S-nitrosothiol (SNO) that is more stable
than NO and considered to be a mobile reservoir of NO. The
cellular level of GSNO is enzymatically regulated primarily by
GSNO reductase (GSNOR), which catalyzes the reduction of
GSNO to oxidized glutathione and ammonium. Importantly,
Yun et al. (2016) recently reported that NO and GSNO
have additive functions in plant immunity but also in plant
development. NO and GSNO might have distinct or overlapping
molecular targets, thus allowing differential control of key cellular
processes belonging to both defense and development. Secondly,
besides their O2 binding properties, hemoglobins (Hbs) can
metabolize NO into NO3

− and therefore are also considered
as NO and NO2

− concentration modulators (Gupta et al.,
2011b). Finally, NO rapidly reacts with superoxide (O·−

2 ) to
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form peroxynitrite (ONOO−), an oxidizing and nitrating RNS
produced for instance in plant cells during immune responses
(Vandelle and Delledonne, 2011). These molecules associated
with NO turnover also play a role in the plant immune response.
For instance, GSNO plays a key role in mediating the structural
and functional changes of NPR1, a key transcription coactivator
of plant immunity (Tada et al., 2008).

Nitric oxide is partly produced through NR, dependent on
its substrate/product NO3

−/ NO2
− as well as on L-arginine

and polyamines. As a result, cross-regulation between NO
signaling and N supply/metabolism is expected. Several lines of
evidence show that NO production is likely to be affected by N
supply. In a physio-pathological context, plant NO production is
dependent on the form of N supply. Besson-Bard et al. (2008)
and Gupta et al. (2013) showed that tobacco cell suspensions
or leaves from plants grown on ammonium instead of nitrate
as an N source emitted less NO when elicited by cryptogein
or P. syringae. Thus these data highlight the determining role
of the N source on the rate of NO synthesis. Modifications
of the intracellular concentration of diverse intermediates of N
metabolism such as amino acids or polyamines also result in
the modulation of NO production. For instance, exogenously
added polyamines induced rapid NO biosynthesis in A. thaliana
(Tun et al., 2006). In the same manner, overexpression of the
Asparagine synthetase 1 gene significantly enhanced the NO
burst (Hwang et al., 2011). Finally, N nutrition could also impact
important redox molecules associated with NO homeostasis.
Nitrate deprivation led to altered levels of ROSs in A. thaliana
and tobacco (Schachtman and Shin, 2007; Besson-Bard et al.,
2008). Pathogen-induced expression of the nitrate transporter
NRT2.6 was also correlated with ROS accumulation (Dechorgnat
et al., 2012). Concentrations of antioxidant molecules such
as glutathione (GSH) were altered (decreased in shoots and
increased in roots) in A. thaliana and barley plants exposed
to N deficiency (Kandlbinder et al., 2004; Kovacik et al.,
2014).

Reciprocally, NO and derived RNS could participate in the
regulation of N metabolism. NO can control physiological
processes by modifying gene transcription. By analyzing available
literature and databases, we identified interesting candidates
likely to contribute to the crosstalk between N metabolism and
NO among the numerous NO-regulated genes. Transcriptomic
studies highlighted the up- or down-regulation of transcripts
encoding N transporters (Ahlfors et al., 2009; Corti Monzon
et al., 2014; Trevisan et al., 2015) or N assimilation/remobilization
genes (Ferrarini et al., 2008; Ahlfors et al., 2009; Xu et al., 2013;
Begara-Morales et al., 2014; Corti Monzon et al., 2014; Zeng
et al., 2014; Trevisan et al., 2015) and amino acid metabolism-
related genes (Ferrarini et al., 2008; Xu et al., 2013) upon
modulation of NO homeostasis by treatment with NO donors,
NO scavengers, or using mutants affected in NO homeostasis.
Physiological studies identified NO as a regulator of N uptake
in Chlamydomonas reinhardtii, possibly through the control
of the expression of the nitrate or ammonium (AMT1.1 and
AMT2.2) transporters. In A. thaliana, the expression of the high
affinity nitrate transporter NRT2.1 was down-regulated by NO
donors and in a GSNOR knock-out mutant, but the expression

of the low-affinity nitrate transporterNRT1.1 remained unaltered
(Frungillo et al., 2014), suggesting a switch from high- to
low-affinity nitrate transport. By contrast, the expression of
NRT2.1 was up-regulated through an NO-dependent process in
A. thaliana roots exposed to cadmium (Besson-Bard et al., 2009).
In addition to NO-mediated transcriptional regulation, many of
NO biological functions arise as a direct consequence of chemical
reactions between proteins and NO/RNS. Metal-nitrosylation,
S-nitrosylation, and tyrosine nitration are notably emerging as
main NO-dependent post-translational protein modifications
(Astier and Lindermayr, 2012). Among the soluble proteins
identified as S-nitrosylated or Tyr-nitrated, possible candidates
contributing to the NO/N metabolism interplay are mainly
involved in both N assimilation/remobilization and amino acid
metabolism (Table 1). Post-translational inhibition of high-
affinity ammonium and high-affinity NO3

−/ NO2
− transporters

by NO was highlighted in C. reinhardtii (Sanz-Luque et al.,
2013). However, whether the reversible effect of NO was linked
to S-nitrosylation of the transporters or to an indirect effect
of NO leading to other post-translational modifications of the
transporters remains to be determined (Sanz-Luque et al., 2013).
In that same study, NO also inhibited NR activity reversibly,
but not NiR or GS activity. This post-translational effect of NO
on N transporters and NR might mediate the fast inhibition
of N uptake and assimilation by ammonium in C. reinhardtii.
More recently, inhibition of NR activity by NO was proposed
to be partly mediated by a truncated hemoglobin THB1 whose
gene expression is highly induced by NO (Sanz-Luque et al.,
2015).

In higher plants, NO produced by denitrification in the
rhizosphere of forest soils impacts N uptake without affecting
gene expression patterns of putative N transporters, suggesting
post-translational modification of these transporters (Dong et al.,
2015). NR is also highly regulated by complex transcriptional
and post-translational mechanisms. Studies on different models
using NO donors, NO synthase inhibitors, or the scavenger
cPTIO indicate that NO modulates NR activity. Results are
sometimes contradictory. NR activity in leaves was inhibited
under high NO concentrations (Rosales et al., 2011, 2012;
Frungillo et al., 2014), but was enhanced in cabbage (Du et al.,
2008). Moreover, the inhibition or activation of NR by NO in
tomato roots could depend on the NO3

− concentration (Jin et al.,
2009). The mechanisms explaining these effects of NO on NR
are poorly understood. Regulation of NR by NO could occur
through transcriptional downregulation of the NR NIA genes
in Chlamydomonas and A. thaliana (de Montaigu et al., 2010).
A direct interaction of NO with NR is possible, as S-nitrosylation
of NR was evidenced in poplar exposed to cold stress (Cheng
et al., 2015). Glutamine synthetase 2 is a second key enzyme
of plant N metabolism involved in the synthesis of essentially
nitrogenous compounds via Gln production. Interestingly, GS1
and GS2 were identified as molecular targets of NO (Table 1).
GS activity was inhibited by Tyr nitration in root nodules of
Medicago truncatula. This post-translational modification may
mediate channeling of glutamate to boost plant antioxidant
defenses (Melo et al., 2011) in response to NO. This interesting
feature does not seem to be shared across the plant kingdom
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TABLE 1 | Examples of S-nitrosylated or Tyr-nitrated proteins involved in N and amino acid metabolism.

Functions Post-translational

modifications

Identified Proteins Conditions Reference

Amino acid

metabolism

Tyrosine nitration Methionine synthase – Lozano-Juste et al., 2011

S-nitrosylation Asparagine synthase 3 Biotic stress Maldonado-Alconada et al., 2011

Glutamate decarboxylase Biotic stress Maldonado-Alconada et al., 2011

EPSP synthase Biotic stress Astier et al., 2012

Acetohydroxy acid isomeroreductase

(Val and Ile synthesis)

Biotic stress Astier et al., 2012

Aspartate aminotransferase Biotic stress Astier et al., 2012

Cysteine synthase Abiotic stress Puyaubert et al., 2014

Alanine glyoxylate aminotransferase Abiotic stress Puyaubert et al., 2014

Glutamate glyoxylate aminotransferase Abiotic stress Puyaubert et al., 2014

Nitrogen

metabolism

Tyrosine nitration Glutamine synthetase 2 Biotic stress Cecconi et al., 2009; Lozano-Juste

et al., 2011

Glutamine synthetase 1 Rhizobium-legume

symbiosis

Melo et al., 2011

S-nitrosylation Argininosuccinate synthase Biotic stress Maldonado-Alconada et al., 2011

Nitrite reductase atgsnor1–3 Hu et al., 2015

Glutamate synthase Abiotic stress Puyaubert et al., 2014

Glutamate dehydrogenase 1 Biotic stress Maldonado-Alconada et al., 2011

Glutamate dehydrogenase 2 Biotic stress Maldonado-Alconada et al., 2011

since GS activity was not affected by the NO donor DEA-
NONOate in the alga Chlamydomonas (Sanz-Luque et al.,
2013).

ROLE OF NO/RNS IN THE MODULATION
OF THE IMMUNE RESPONSE BY N
NUTRITION: FIRST EXPERIMENTAL
EVIDENCE

Altogether, these data indicate that N supply has an impact on
plant immunity and NO/RNS signaling and lead us to wonder
about the role of NO/RNS in the modulation of the immune
response by N nutrition. In the present work, we used an
in vitro pathosystem composed of the legume M. truncatula
challenged with the soil-borne root pathogen Aphanomyces
euteiches. This oomycete is considered as the most limiting
factor for legume production. Resistance of M. truncatula roots
includes protection of the central cylinder against pathogen
invasion, associated with frequent pericycle cell divisions, lignin
deposition, and accumulation of soluble phenolic compounds
(Djébali et al., 2009). First investigations of the biochemical
processes underlying the expression of this resistance showed
modulation of H2O2 levels and of the activity of antioxidant
enzymes (Djébali et al., 2009, 2011). Interestingly, in the
M. truncatula A17 genotype, resistance against A. euteiches
was significantly enhanced in response to NO3

− starvation
as compared to sufficient N conditions (Thalineau et al.,
unpublished). Based on the current literature, we hypothesized
that NO could play a role in this N-induced modulation
of M. truncatula defense responses against A. euteiches. We
therefore first assessed whether changes in NO homeostasis could

indeed affect M. truncatula resistance to A. euteiches. Secondly,
we determined whether NO homeostasis could be modulated by
N nutrition during theM. truncatula-A. euteiches interaction.We
considered NO homeostasis as the maintenance of a functional
NO concentration in a specific condition, through a balance
between its biosynthesis (e.g., NR activity) and turnover pathways
(e.g., interactions with GSH or O2·− to form GSNO or ONOO−,
respectively).

MATERIALS AND METHODS

Plant Growth and Inoculation by
A. euteiches
We used the M. truncatula Jemalong-A17 genotype.
M. truncatula seeds were scarified according to Djébali
et al. (2009). After stratification overnight at 4◦C, they were
germinated in phytochambers with 16 h light under 350 µmol
m−2 s−1 photons at 23◦C /8 h night at 21◦C. One day after
germination, the seedlings were transferred to 12 cm × 12 cm
square Petri dishes containing modified M medium (Bécard and
Fortin, 1988). This modified medium was sugar-free, enriched in
phosphate (1.3 mM final concentration), and contained either
3.2 mM nitrate (complete medium) or no nitrate (NØ medium).
The Petri dishes were sealed with parafilm and the roots were
protected from light with aluminum foil, and then placed
vertically in the culture chamber (16 h light under 350 µmol
m−2 s−1 photons at 23◦C/8 h night at 21◦C) for 7 days. The
strain Aphanomyces euteiches Drechs ATCC 201684 was used to
inoculate the seeds one day after germination. Zoospores were
produced as described in Rey et al. (2013), and each root was
inoculated with 500 zoospores.
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Agrobacterium rhizogenes Root
Transformation
The pENTR4 vector carrying the MtNR1 or the MtNR2
fragment (Horchani et al., 2011) was recombined with the
pK7GWIWG2d vector using LR clonase II enzyme mix
(Invitrogen, France) to create RNA interference expression
vectors. The MtGSNOR gene (M. truncatula Gene code
Medtr7g099040) (1,143 bp) was amplified using M. truncatula
cDNA as a template and the specific primers GSNOR-F 5′-
AAAAAGCAGGCTTCACCATGGCATCGTCGACTGAAGGT-
3′ and GSNOR-R 5′- AGAAAGCTGGGTGTCAATGCAATGCA
AGCACAC containing the corresponding attB recombination
sites. The PCR product was recombined into the pDONR entry
vector (Invitrogen) and checked by sequencing. The pDONR
vector carrying the MtGSNOR gene was recombined with
pK7WG2d plasmids1 to create the overexpression vector. The
constructs pK7GWIGW2d-MtNR1-2/GFP (RNAi::MtNIA1/2)
and pK7WG2d-MtGSNOR/GFP (35S::GSNOR) were introduced
into A. rhizogenes strain Arqua1 (Quandt et al., 1993).
M. truncatula plants were transformed with A. rhizogenes
according to Boisson-Dernier et al. (2001). Control plants were
transformed with A. rhizogenes containing the pK7GWIGW5D
or the pK7WG2d empty vectors. Hairy roots were selected based
on the fluorescent marker GFP 21 days after transformation.

RNA Extraction, Reverse Transcription,
and Quantitative PCR on Transformed
Roots
Total RNA was extracted from transformed roots using TRIzol R©

Reagent (Life Technologies) according to the manufacturer’s
recommendations. To carry out the qPCR reaction, RNAs (0.5–
1 µg) were reverse-transcribed in a final volume of 20 µL
in the presence of RNasin (Promega, Charbonnières, France),
and oligo(dT)15, with M-MLV reverse transcriptase (Promega,
Charbonnières, France), as recommended by the manufacturer.

Quantitative PCR was performed on reverse-transcribed
RNAs from four independent biological replicates per condition
and from two independent plant cultures. Quantitative PCR
reactions were performed in an ABI PRISM 7900 sequence
detection system (Applied Biosystems R©, Saint-Aubin, France),
in a final volume of 15 µL containing Absolute SYBR green
ROX Mix (Thermo Scientific, Surrey, UK), 0,3 µM of gene-
specific primers, and 5 µL of cDNA template diluted 60-
fold. The reference gene used for normalization was MtEF1α.
Relative expression was expressed as 2−1Ct test genes−reference gene.
The primers used for the qPCR all displayed a high amplification
efficiency (90–100%). They were the following:

MtGSNORforward 5′-GTGACTGGGCGTGTATGGAA-3′

MtGSNORreverse 5′-TGCAAGCACACAACGAAGAC-3′

MtNIA1forward 5′-TGTTCCACAGGCTTCTCCAGATA
CA-3′

MtNIA1reverse 5′-CATACAGCGTCGTACTCAGCGA
CA-3′

1https://gateway.psb.ugent.be/

MtNIA2forward 5′GCAAACCGGACGGAGGATGA-3′

MtNIA2reverse 5′CCGTGATGAATCCCACACTATATT
CC-3′

MtEF1αforward 5′-AAGCTAGGAGGTATTGACAAG-3′

MtEF1αreverse 5′-ACTGTGCAGTAGTACTTGGTG-3′

Inoculation of Transformed Root
Cultures with A. euteiches
Roots were cultured on Shb10 medium (Boisson-Dernier et al.,
2001) and transferred on modified Fahraeus medium enriched in
ammonitrate (1 mM NH4NO3 final) one day before inoculation.
Inoculation of the root cultures with A. euteiches strain ATCC
201684 was carried out by adding 10 mL of an A. euteiches
zoospore suspension containing 80,000 zoospores.mL−1 in
sterilized Volvic (Colditz et al., 2007) water. Zoospore production
was initiated as described in Rey et al. (2013). Control root
cultures were inoculated with 10 mL of sterile Volvic water. After
4 h of incubation in the dark, the zoospore solution was drained
off the roots, and the Petri dishes were placed back into the
growth room and left there for 7 days in the dark.

Assessing Infection Levels by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA)
Assessment of A. euteiches development in roots was performed
by ELISA, using rabbit polyclonal serum raised against A.
euteiches, and a mouse anti-rabbit IgG alkaline phosphatase
conjugate as described by Slezack et al. (1999), on protein extracts
from roots from pooled plants. Alkaline phosphatase activity was
monitored by recording the increase in absorbance at 405 nm for
2–3 h, and was expressed as the slope of the resulting curve per
mg of root fresh weight.

Hydrogen Peroxide Quantification
H2O2 concentration was measured using an Amplex
Red R©/peroxidase-coupled fluorescence assay adapted from
Ashtamker et al. (2007). Roots were ground on ice and in the
dark, in 1 mL of KRPG buffer (145 mM NaCl; 5.7 mM K2HPO4;
4.86 mM KCl; 0.54 mM CaCl2; 1.22 mM MgSO4; 5.5 mM
glucose; pH 7.35) with 10 µM Amplex Red R© and 0.2 U/mL of
Horse Radish Peroxidase (HRP) per 100 mg of fresh weight.
Catalase, an H2O2 scavenger, was used as a control. After 10 min
of incubation at 4◦C with catalase (1 unit/µL), 10 µM Amplex
Red R© and 0.2 U/mL of HRP were added to the samples. After
centrifugation (10,000×g, 15 min, 4◦C), 100 µL of supernatant
were used to quantify resorufin (λex = 560 nm; λem = 584 nm) by
spectrofluorimetry (Mithras, Berthold Technology). The relative
fluorescence units were converted into µmol of H2O2 mg−1 root
fresh weight on the basis of a standard curve established from
known concentrations of H2O2.

Nitric Oxide and Peroxynitrite
Quantification
ONOO− and NO concentrations were determined using A17
or transformed roots ground on ice and in the dark, with
1 mL of Tris-HCl (10 mM, pH 7.5), KCl (10 mM) buffer
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with 5 µM aminophenyl fluorescein (APF) or 10 µM 4,5-
diaminofluorescein (DAF), respectively, per 100 mg of fresh
weight. Epicatechin, an ONOO− scavenger, was used as a control.
After 10 min of incubation at 4◦C with epicatechin (1 mM),
APF was added to the samples at a final concentration of 5 µM.
cPTIO, an NO scavenger, was used as a control. After 10 min of
incubation at 4◦C with cPTIO (500 µM), DAF was added to the
samples at a final concentration of 10 µM.

After centrifugation (10,000×g, 15 min, 4◦C), 100 µL
of supernatant were used to quantify ONOO− or NO
(λex = 485 nm; λem = 535 nm) by spectrofluorimetry (Mithras,
Berthold Technology).

S-nitrosothiol Quantification
S-nitrosothiol quantification was performed using the Saville–
Griess assay (Gow et al., 2007). A17 roots or transformed
roots were ground, on ice and in the dark, in extraction buffer
(1 mL/100 mg of fresh weight, 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5; 1 mM
PMSF). After centrifugation (10,000×g, 15 min, 4◦C), 100 µL
of supernatant were incubated with 100 µL of buffer A (0.5
M HCl; 1% sulfanilamide) or 100 µL of buffer B (0.5 M HCl;
1% sulfanilamide; 0.2% HgCl2). After incubation (15 min at
room temperature), 100 µL of Griess reagent[(0.5 M HCl; 0.02%
N-(1-naphtyl)-ethylenediamine dihydrochloride] were added.
After 15 min, SNOs were quantified by measuring absorbance
at 540 nm. A standard curve was obtained using different
concentrations of GSNO.

Nitrate Determination
Nitrate determination was performed according to Miranda et al.
(2001), based on the reduction of nitrate to nitrite by vanadium
and colorimetric detection at 540 nm of nitrite in the presence of
sulfanilamide andN-1-naphthylethylenediamine. Approximately
100 mg of 7-day-old plant roots were collected, flash-frozen
in liquid N2, and ground into powder. Three hundred micro
liter of ultra-pure water were added to 20 mg of frozen sample,
thoroughly vortexed, and incubated with occasional mixing
for 15 min on ice. After centrifugation 15 min at 13,000×g
and 4◦C, the supernatant was recovered and used for nitrate
determination.

Nitrate Reductase Activity
Measurements
Transformed root samples were frozen in liquid nitrogen and
ground using pestle and mortar. Extraction was performed in
MOPS buffer (1 mL per 100 mg of fresh weight, 50 mM MOPS-
KOH buffer, pH 7.6; 5 mM NaF; 1 µM Na2MoO4; 10 µM
FAD; 1 µM leupeptin, 0.2 g/g FW polyvinylpolypyrrolidone;
2 mM β-mercaptoethanol; 5 mM EDTA). After centrifugation
(20,000×g, 5 min, 4◦C), the supernatant was used to measure
NR activity. The reaction mixture consisted of 50 mM MOPS-
KOH buffer, pH 7.6, containing 1 mM NaF, 10 mM KNO3,
0.17 mM NADH, and 5 mM EDTA. After incubation 15 min
at 30◦C, the reaction mixture was stopped by adding an equal
volume of sulfanilamide (1% w/v in 3 N HCl) followed by
N-naphtylethylenediamine dihydrochloride (0.02%, w/v), and

the A540 was measured. A standard curve was obtained based on
different concentrations of nitrite.

GSNOR Activity Measurements
To measure GSNOR activity, roots were ground in liquid
nitrogen and proteins were extracted in 50 mM Tris-HCl buffer,
pH 8, 0.5 mM EDTA, and 1 mg/mL of a protease inhibitor
cocktail (1 mL of buffer per 100 mg of fresh weight). GSNOR
activity was assayed from the rate of NADH oxidation by
measuring the decrease in absorbance at 340 nm at 25◦C using
25 µg of proteins in a total volume of 200 µL of extraction buffer
containing 350 µM NADH with or without 350 µM GSNO.
GSNO reductase activity was determined by subtracting NADH
oxidation values in the absence of GSNO from values in the
presence of GSNO. All samples were protected from light during
the assay and tested for linearity. A standard curve was obtained
using different concentrations of NADH.

Statistical Analyses
Statistical analyses were performed using one- or two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Fisher’s test. Data were
considered as significantly different when p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

NO Homeostasis Participates in the
M. truncatula Immune Response
To investigate the putative role of NO homeostasis in the
M. truncatula/A. euteiches interaction, roots were transformed to
inactivate the NR-encoding MtNIA1/2 genes or to overexpress
GSNOR-encoding genes. Quantification of gene transcripts in
transformed roots using RT-qPCR confirmed that the two
NIA genes were repressed (Figure 1A) while GSNOR was
overexpressed (Figure 1B). To perform functional validation of
the different constructs, we quantified NO and SNO levels in
transformed roots. The two genetic manipulations modulated
NO or SNO levels (Figure 1). SNO levels remained unchanged
in RNAi::MtNIA1/2 roots as compared to the controls, whereas
NO levels clearly decreased (Figure 1A). This was in accordance
with the downregulation of NR, a major enzymatic source
of NO. Conversely, NO levels in the 35S::GSNOR roots did
not significantly change, but SNO significantly increased as
compared to control roots (Figure 1B). This was surprising
because in most previous experiments a negative correlation was
described between SNO levels and GSNOR activity (Feechan
et al., 2005; Rusterucci et al., 2007; Yun et al., 2011). However,
it is interesting to note that in pea (a legume closely related to
M. truncatula), higher SNO levels induced by wounding were
correlated with higher GSNOR activity (Corpas et al., 2008).

We studied the impact of these genetic transformations on
the M. truncatula/A. euteiches interaction. ELISA tests using
antibodies raised against A. euteiches (Slezack et al., 1999) were
performed to quantify the presence of the pathogen in roots.
In RNAi::MtNIA1/2 roots (Figure 2A), A. euteiches colonization
was significantly greater than in control transformed roots
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FIGURE 1 | Continued
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FIGURE 1 | Continued

Transformed root validation. (A) Transcript levels of MtNIA1 and MtNIA2 in RNAi::NIA1/2-transformed roots were compared to control transformed roots (control

NR). SNO quantification using the Saville–Griess assay and NO quantification using the fluorophore DAF (10 µM). Control NR and RNAi::NIA1/2-transformed roots

extracts were pre-incubated or not with 500 µM cPTIO as an NO scavenger. (B) Transcript levels of MtGSNOR in 35S::GSNOR-transformed roots were compared

to control transformed roots (control LacZ). SNO quantification using the Saville–Griess assay and NO quantification using the fluorophore DAF (10 µM). Control

LacZ and 35S::GSNOR-transformed roots extracts were pre-incubated or not with 500 µM cPTIO as an NO scavenger. Error bars indicate standard errors (n = 4 for

transcripts and NO levels; n = 8 for SNO levels), and ∗ indicates significant differences (p < 0.05).

FIGURE 2 | Quantification of Aphanomyces euteiches in extracts from

inoculated transformed roots. RNAi::NIA1/2-transformed roots (A) and

35S::GSNOR-transformed roots (B) were extracted for ELISA tests. Roots

were cultivated in vitro for 7 days on Fahraeus medium and then inoculated

with A. euteiches. The background signal in non-inoculated roots was

subtracted from the signal detected in inoculated roots. Error bars indicate

standard errors (n = 4), and ∗ indicates significant differences (p < 0.05). Data

from one representative experiment out of four independent experiments.

(Control NR roots). These data reaffirm the role of the NR
enzyme in the plant immune response. In A. thaliana, the
NR-deficient double mutant (nia1 nia2) failed to exhibit a
hypersensitive response and was hyper-susceptible to P. syringae
(Modolo et al., 2006; Oliveira et al., 2009) and to the necrotrophic
fungal pathogens Sclerotinia sclerotiorum or Botrytis cinerea
(Perchepied et al., 2010; Rasul et al., 2012). Although these effects
were attributed to the substantially reduced NO levels in this
mutant, a side effect of N metabolism on plant defense cannot be
excluded as NR stands at the crossroads between N metabolism
and NO production.

Our results using GSNOR-transformed roots showed that
pathogen levels were lower in GSNOR-overexpressing roots
(Figure 2B) than in control transformed roots (Control LacZ
roots). GSNOR could therefore be considered as a positive
regulator of M. truncatula resistance to A. euteiches. Previous
works already investigated the physiological roles of GSNOR
in plant-pathogen interactions, using transgenic A. thaliana
plants (Feechan et al., 2005; Rusterucci et al., 2007; Yun et al.,
2011). Results are sometimes contradictory, as modulation
of AtGSNOR expression enhanced or decreased plant disease
resistance depending on the pathosystem. GSNOR could play a
significant role in plant immunity because GSNO is considered
as a mobile reservoir of NO, is more stable than NO, and is
a transnitrosylation agent of proteins. The contrasted results
obtained in our study with NR and GSNOR constructs could
be attributed to the specific roles of the corresponding proteins
in NO homeostasis. NR is involved in NO synthesis, whereas
the primary role of GSNOR is to regulate GSNO contents. The
recent results from Yun et al. (2016) confirm that GSNO and NO
may play distinct roles in plant immunity by acting on different
molecular targets. In addition, GSNOR indirectly affects NO,
GSH, ROS, and total intracellular nitrosothiol (SNO) levels,
indicating that GSNOR might be more globally involved in the
regulation of the cell redox state (Espunya et al., 2006; Yun et al.,
2011).

Nitric Oxide partly regulates N metabolism. Therefore we
also investigated the effects of GSNOR overexpression on root
NO3

− contents and NR activity in transformed roots. GSNOR
overexpression increased basal NO3

− content and NR activity
(Figures 3A,B). Modulation of N metabolism by GSNO and NO
in A. thaliana has been described (Frungillo et al., 2014), and was
explained by the effect of NO and GSNO on NR activity and on
the expression of the AtNRT2.1 high-affinity NO3

− transporter
gene. Similarly to our data, that study shows that GSNOR
overexpression is correlated with higher NR activity and NO3

−

content. Interestingly, we noted that pathogen colonization
reduced NO3

− concentrations in roots by approximately 65%,
suggesting an effect of A. euteiches on nitrate transport and/or
NO3

− assimilation. Although we found a higher NO3
− content

in 35S::GSNOR-infected roots than in control infected roots, the
amplitude of the pathogen-induced decrease in NO3

− level was
not impacted in 35S::GSNOR roots, suggesting that this process
is independent of GSNO homeostasis. This reduced level of
NO3

− is unlikely to result from consumption of NO3
− by the

pathogen: data mining of the A. euteiches database revealed that
no homologs of the NR, NIR, and NO3

− transporter (NRT2)
genes were detected in the genome of this pathogen2, confirming

2http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/aphano/
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FIGURE 3 | Nitrate reductase (NR) activity and NO3
− contents in

transformed roots. (A) NR activity in control transformed roots (Control LacZ

roots transformed with pK7GWG2D-GFP) and in transformed roots

overexpressing GSNOR (35S::GSNOR). Transformed roots were cultivated

in vitro on Shb10 medium. (B) NO3
− concentrations in control transformed

roots (Control LacZ) and GSNOR-overexpressing roots. Transformed roots

were cultivated in vitro for 7 days on Fahraeus medium, and inoculated with

A. euteiches. Error bars indicate standard errors (n = 4), and letters or
∗ indicate significant differences (p < 0.05). Data from one representative

experiment out of three independent experiments for both NR activity and

NO3
− contents (n = 12).

earlier observations that NO3
− is unfavorable for A. euteiches

development (Huber and Watson, 1974). Alternatively, we
cannot exclude that the decreased NO3

− content in infected
roots could be due to nitrate leakage from the roots related to
developing necrosis.

Effect of N Nutrition on NO/
H2O2/ONOO− Accumulation and SNO
Contents
To analyze the role of N availability on NO, H2O2, and ONOO−

accumulation, M. truncatula plants were cultivated in complete
medium or NO3

−-deficient medium (NØ), and inoculated or
not with A. euteiches. The NO scavenger cPTIO and the
ONOO− scavenger epicatechin were used as controls to check the
specificity of the fluorescence probes. We observed that NO3

−

deficiency caused a significant increase in ONOO− content

on NØ medium (Figure 4C), whereas NO and H2O2 levels
decreased (Figures 4A,B), highlighting a link between NO3

−

content and production of these reactive species. A clear effect
of pathogen colonization was only evidenced for H2O2 contents
(Figure 4A), and this increase was abolished onNØ. Surprisingly,
although NO production is considered as a common response
to pathogens, no increase in NO levels was detected in response
to A. euteiches (Figure 4B). More generally, whereas NO, ROS,
or ONOO− production has been widely described in response
to pathogens, the literature does not give a clear picture of the
cross-talks between these molecules. For instance, we observed
a negative correlation between NO and ONOO− contents in
response to NO3

− deficiency, but in other models high NO levels
are often correlated with high ONOO− levels (Abramowski et al.,
2015; Kulik et al., 2015). These conflicting observations raise
some questions. Are these discrepancies due to plant models
or due to the difficulty in measuring and precisely localizing
these molecules? Differences in the stability of these molecules or
their specific scavenging by plants during pathogen attack could
explain why we did not detect changes in ONOO− or NO levels
in response to A. euteiches. Moreover, NO could also be used by
the pathogen to activate its own metabolism, an important step
in plant infection by fungi (Sedlářová et al., 2016).

We also measured root SNO levels and GSNOR activity in the
biological conditions of interest. Root SNO contents, determined
using the Saville–Griess method, significantly increased on NØ
medium as compared to the complete medium (Figure 4D). In
response to A. euteiches, no significant change in SNO levels was
highlighted (Figure 4D). Therefore, on NØ medium, the SNO
content evolved in an opposite way to the NO content, similarly
to the ONOO− content. This result is in accordance with results
reported in Helianthus annuus (Chaki et al., 2011), and can be
attributed to the fact that NO is the source for ONOO− and
SNO. By contrast, a high NO content can be correlated with a
high SNO content when plants are grown on culture medium
containing NO3

− (Abramowski et al., 2015; Pietrowska et al.,
2015). Our data also suggest that NO3

− nutrition impacts the
overall balance between NO, ONOO−, and SNO. Regarding
GSNOR, no changes in its activity was detected upon inoculation,
in line with the absence of change in SNO levels in infected roots.
In the roots of plants cultivated onNØ (Figure 5), higher GSNOR
activity was correlated with higher SNO levels, confirming the
positive correlation between GSNOR activity and SNO levels
observed in 35S::GSNOR-transformedMedicago roots (Figure 1)
and in pea, a closely related legume (Corpas et al., 2008). The
positive or negative correlation between GSNOR activity and
SNO levels or between NO and SNO levels depending on plant
species and experimental conditions can be explained by several
hypotheses. The SNO level is regulated through nitrosylation
and denitrosylation; GSNOR, by controlling the level of GSNO,
indirectly affects the level of S-nitrosylation. However, the
TRX (thioredoxin)/NTR (NADPH-dependent TRX reductase)
enzymatic system also controls S-nitrosylation (Kneeshaw et al.,
2014). Interestingly, these activities were also identified in roots
and activated by NO, leading to denitrosylation of specific
proteins (Correa-Aragunde et al., 2015). Thus, these results,
together with our study, illustrate the complex relationships
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FIGURE 4 | H2O2, NO, ONOO−, and SNO quantification in Medicago truncatula roots 7 dpi. M. truncatula was cultivated on complete medium or NØ

medium, and roots were harvested 7 days after inoculation with A. euteiches and used to detect H2O2, NO, and ONOO− concentrations using fluorescent probes,

and SNO concentrations using the Saville–Griess assay. (A) H2O2 quantification using 10 µM Amplex Red R© fluorophore and 0.2 U/mL of peroxidase. Catalase

(1 U/µL), used as an H2O2 scavenger, abolished Amplex Red R© fluorescence. (B) NO quantification using the fluorophore DAF (10 µM). Root extracts were

pre-incubated or not with 500 µM cPTIO as an NO scavenger. (C) ONOO− quantification using the fluorophore APF (5 µM). Root extracts were pre-incubated or not

with 1 mM of the ONOO− scavenger epicatechin. (D) SNO quantification by the Saville–Griess assay. Error bars indicate standard errors (n = 4 for A–C; n = 14 for

D), and letters indicate significant differences (p < 0.05). Data from one representative experiment out of three independent experiments for H2O2, NO, and

ONOO−concentrations, and data corresponding to two independent experiments pooled together for SNO concentrations. RFU, relative fluorescence units.

between NO production/GSNOR activity and total SNO levels.
Abiotic stresses also increase GSNOR activity (Kubienova et al.,
2014), and this appears to be the case for M. truncatula plants
under NO3

− deficiency. Higher GSNOR activity in N-deprived
roots (Figure 5) could lead to a physiological state inducing
higher resistance to A. euteiches, as observed in the 35S::GSNOR-
transformed roots (Figure 2B). This could partly explain the
enhanced resistance to this oomycete on NØ medium despite
the low levels of NO in the roots. Thus, altogether our data
highlight the possible positive and non-redundant roles of NO
(Figures 1A and 2A) and SNO (Figures 1B, 2B, and 4D) in
mediatingM. truncatula resistance to A. euteiches.

CONCLUSION AND NEW HYPOTHESES

The results obtained in the present study are summarized
in Figure 6. We have demonstrated, using transformed
roots affected in genes involved in NO synthesis (NIA
genes) and turnover (GSNOR gene), that deregulation of
NO homeostasis has an effect on M. truncatula resistance
against A. euteiches, as observed in other pathosystems
(1). In addition, it appears that the modulation of NO
homeostasis (through GSNOR overexpression) impacts NR
activity and NO3

−content, indicating possibly an effect of
GSNOR (or GSNO) on basal NO3

− transport/assimilation
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FIGURE 5 | GSNO reductase activity in M. truncatula roots 7 dpi.

M. truncatula seedlings were inoculated or not with A. euteiches, and

cultivated on complete medium or NØ medium for 7 days. Root extracts were

used to measure GSNOR activity. Error bars indicate standard errors (n = 4),

and letters indicate significant differences (p < 0.05). Data from one

representative experiment out of four independent experiments.

and confirming the results of Frungillo et al. (2014) (2).
In return, NO3

− availability in the medium can affect
NO homeostasis by modulating ROS/RNS/NO contents and
their balance (3). Finally, infection by A. euteiches decreases
root NO3

− content (4) and induces higher ROS levels (5).
Altogether these results highlight the close interplay occurring
between N nutrition and NO homeostasis as well as the
involvement of NO in the modulation of plant resistance by N
nutrition.

Future work should take into account the role of N
availability on NO-mediated plant molecular responses. Thus,
the study of the specific role of GSNO in this process
through the identification S-nitrosylated/denitrosylated proteins
under different N availability conditions and N sources seems
promising. A focus will be made on proteins involved in
the plant immune response (1), but also on the feedback
regulation of N metabolism by NO because NO could control
NO3

− availability and therefore plant resistance (2) (Figure 6).
Investigations using foliar pathogens and other plant models
will lead to a possible generalization of this phenomenon.
More generally, plant N use efficiency can be affected by
NO since NO controls not only N metabolism but also plant
root growth and architecture changes in response to NO3

−

(Manoli et al., 2014; Sun et al., 2015). Recent data show
that plant N use efficiency and N-induced susceptibility to
pathogens may be linked (Ballini et al., 2013). Consequently
future studies should also focus on candidate proteins involved
in root development. Finally, experiments conducted with plant
genotypes differing in their resistance levels will permit to

FIGURE 6 | Working model. Results from the present work indicate that

RNAi::MtNIA1/2 and 35S::GSNOR transformed roots are, respectively, more

susceptible and more resistant to A. euteiches (1). NR activity and NO3
−

content were impacted by GSNOR overexpression, indicating a possible

effect of GSNOR on basal NO3
− transport/assimilation (2). NO3

− availability in

the medium causes quantitative modulation of ROS/RNS/NO content and

affects their balance (3). Infection by A. euteiches decreases root NO3
−

content (4) and induces higher ROS levels (5). According to the literature

superoxyde (O2
·−), by reacting with NO to form peroxynitrite, can influence

the concentration of NO available for signaling (6). ∗: GSNO was shown to

regulate NO3
− uptake through transcriptional regulation of NRT2.1 (Frungillo

et al., 2014).

study the quantitative effect of NO/ROS production on plant
defense.
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Figure II.12: Racines surexprimant Hmp, une hémoglobine bactérienne 

(A) Niveaux de transcrits de Hmp dans les racines transformées (35S::Hmp) comparées aux 

racines contrôles (Control LacZ). (B) Quantification d’A. euteiches dans les extraits de racines 

transformées inoculées. Les racines ont été cultivées 7 jours sur milieu Fahraeus suite à 

l’infection par A. euteiches.  (C) Mesure de l’activité nitrate réductase et (D) des concentrations 

en nitrates dans les racines contrôles (Control LacZ) et dans les racines surexprimant Hmp 

(35S::Hmp). Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard (n = 4) et les asterisques 

indiquent les différences significatives (ANOVA suivie d’un test de Fisher p < 0,05). 
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 β.β Résultats complémentaires: implication de l’hémoglobine dans la 

résistance de M. truncatula à A. euteiches 

 

 Nous nous sommes également intéressés au rôle de l’hémoglobine dans l’interaction M. 

truncatula/A. euteiches. En effet, en métabolisant le NO en nitrate, les hémoglobines sont 

considérées comme des modulateurs des concentrations en NO (Gupta et al, 2011b). Les racines 

de M. truncatula ont été transformées pour surexprimer un gène codant une flavohémoglobine 

(hmp) de S. meliloti. La quantification des transcrits du gène Hmp dans les racines transformées 

confirme la surexpression de ce gène (Figure II.12A). Nous avons étudié l’impact de cette 

transformation sur l’interaction M. truncatula/A. euteiches. Les racines transformées 

surexprimant Hmp deviennent plus sensibles à A. euteiches (Figure II.12B), comme les racines 

RNAi::MtNIA1/2, montrant le rôle positif du NO dans la résistance de la plante à l’oomycète. 

Ces résultats confirment les études précédentes rapportant que les plantes qui surproduisent 

l’hémoglobine (Hb1) non symbiotique sont affectées dans la résistance contre les virus, les 

champignons et les bactéries (Seregélyes et al, 2003; Mur et al, 2012). Cependant, l’effet de ce 

surexpresseur sur les niveaux en NO et SNO n’a pas pu être vérifié. Nous observons, un résultat 

inverse par rapport au surexpresseur GSNOR, qui devient plus résistant et voit ses contenus en 

NO3
- et son activité NR augmentée, à la différence du surexpresseur Hmp qui ne montre pas de 

différence par rapport au contrôle (Figure II.12C-D). 
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Figure III.1: Plantes sauvage A17 et mutant B9 de M. truncatula cultivées pendant 5 

semaines 

Extrait de Morandi et al, 2009 

A B 

Figure III.2: Architecture racinaire 

Mesures de la taille de la racine primaire (cm) (A) et de la densité des racines secondaire (B) 

sur les génotypes A17 et B9, après 10 jours de culture en présence de 1,3 mM de Pi (HP) ou de 

35 µM de Pi (LP). Les graphiques présentés correspondent à une expérience représentative de 

quatre expériences indépendantes. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard (n = 

16-20) et les lettres indiquent les différences significatives (p < 0,05). 
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  1. Caractérisation de la réponse du mutant B9 à 

l’infection par A. euteiches 

 

 Au cours des premiers mois de la thèse, j’ai participé à la caractérisation du mutant B9 

de M. truncatula. Ce mutant présente une diminution du développement des parties aériennes 

ainsi qu’une forte réduction du développement racinaire avec de courtes racines latérales 

(Figure III.1). Il présente en outre des phénotypes symbiotiques (Morandi et al, 2009): il est 

défectueux pour la nodulation et hypermycorrhizé (nod+/- myc ++).  

 Les analyses trancriptomiques et les dosages en phosphate (Pi) ont montré que le mutant 

B9 se comportait comme une plante carencée en phosphate et qu’il présentait une expression 

constitutive de nombreux gènes de stress/défense. Ce travail, qui entrait dans la thématique des 

liens entre nutrition et défense, m’a permis de me familiariser avec les analyses d’architecture 

racinaire et le pathosystème. De plus, j’ai évalué la résistance de ce mutant à A. euteiches et j’ai 

ainsi contribué à la publication d’un article (Truong et al, 2015) qui valorise entre autres le 

pathosystème nouvellement mis au point dans l’équipe. 

 

 Dans un premier temps, j’ai poursuivi la caractérisation de la réponse au phosphate du 

mutant B9 en analysant l’impact d’une limitation en Pi sur son architecture racinaire et en 

comparant cette réponse à celle observée chez le WT (A17). Chez A. thaliana, la carence en Pi 

conduit à une inhibition de l’élongation de la racine primaire ainsi qu’une augmentation de la 

densité et de la longueur des racines latérales (Williamson et al, 2001). Très récemment, il a été 

montré, chez M. truncatula, que la limitation en Pi n’induisait que transitoirement une 

diminution de la longueur de la racine primaire mais par contre induisait une augmentation du 

nombre des racines secondaires après une semaine de culture (Volpe et al, 2016).  

 Pour étudier la réponse au Pi, les génotypes A17 et B9 ont été mis en culture in vitro en 

milieu riche en phosphate (HP; 1,3 mM) ou pauvre en phosphate (LP; 35 µM) pendant 10 jours. 

Les paramètres d’architecture racinaire (longueur de la racine primaire et des racines 

secondaires, nombre et densité des racines latérales) ont été mesurés (Figure III.2). Pour 

quasiment tous les paramètres mesurés, le mutant B9 présente une réduction significative de 

développement par rapport aux plantes sauvages (Figure III.2), confirmant son phénotype 

retardé observé lors de la culture en pot (Figure III.1). Nous n’observons pas d’effet de la 

limitation en Pi sur la longueur de la racine I (Figure III.2A) ni chez les plantes sauvages ni  
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Figure III.3: Symptômes d’infection des génotypes A17 et B9 

(A) Mesures du poids frais des parties aériennes (mg), 21 jours après infection (B) Mesure du 

pourcentage de cotylédons jaunes, de tiges noires et de plantes mortes, 10 jours après infection 

(C) Détection de la quantité d’A. euteiches par test ELISA, 21 jours après infection. Les 

graphiques présentés correspondent à une expérience représentative de quatre expériences 

indépendantes. Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard (n = 16-20 pour (A), n = 

4-5 pour (C)) et les lettres indiquent les différences significatives (p < 0,05). 
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chez le mutant B9. La seule différence liée au Pi dans l’architecture racinaire concerne la densité 

des racines secondaires. Une augmentation de la densité des racines secondaires est observée 

chez les plantes sauvages en milieu LP alors qu’aucune différence n’est observée chez les 

mutant B9 selon le milieu (Figure III.2B). Il n’y a donc pas de réponse au Pi de la densité des 

racines secondaires chez B9. Cela pourrait être dû au faible statut phosphaté du mutant ou 

également à un problème de développement racinaire. 

 

 Les analyses transcriptomiques avaient par ailleurs montré que le mutant B9 présentait 

une expression constitutive de nombreux gènes de stress/défense qui sont, chez les plantes 

sauvages, différentiellement exprimés lors de l’inoculation par A. euteiches. Il semblait donc 

intéressant de comparer la sensibilité à cet agent pathogène de plantes sauvages (A17) et de 

plantes mutantes (B9).  

 Les différents paramètres de symptômes ont été mesurés (Figure III.3) après 3 semaines 

de culture. En présence d’A. euteiches, le mutant B9 présente une diminution significative du 

poids frais des parties aériennes à la différence des plantes sauvages (Figure III.3A). De plus, 

le phénotype de B9 est fortement affecté avec une augmentation du pourcentage de cotylédons 

jaunes et de tiges noires par rapport à A17 (Figure III.3B). Le test ELISA révèle une quantité 

d’agent pathogène significativement plus élevée pour B9 que pour A17 (Figure III.3C). Ainsi, 

B9 est plus sensible à A. euteiches malgré l’expression constitutive de nombreux gènes de 

stress/défense observée chez ce mutant. 

 De façon intéressante, nous avions observé que chez A17, la carence en phosphate 

pouvait conduire à une plus grande sensibilité à A. euteiches (Chapitre I, 2.1). Les résultats 

obtenus sur le mutant B9 conforteraient l’hypothèse d’un effet négatif de la carence en 

phosphate sur la résistance à cet oomycète chez A17. 
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The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 mutant

displays an altered response to phosphate and is more

susceptible to Aphanomyces euteiches

Hoai-Nam Truong1, Elise Thalineau1, Laurent Bonneau1, Carine Fournier1, Sophie Potin1, Sandrine Balzergue2, Diederik van Tuinen1,

Sylvain Jeandroz1 & Dominique Morandi1

1INRA/AgroSup/Université de Bourgogne UMR1347 Agroécologie, ERL CNRS 6300, Dijon F-21065, France and 2Unité de
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d’Essonne-ERL CNRS 8196, Evry Cedex F-91057, France

ABSTRACT

Inorganic phosphate (Pi) plays a key role in the development

of arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis, which is favoured

when Pi is limiting in the environment. We have character-

ized the Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 mutant

for its response to limiting (P/10) and replete (P2) Pi. On P2,

mycorrhization was significantly higher in B9 plants than in

wild-type (WT). The B9 mutant displayed hallmarks of

Pi-limited plants, including higher levels of anthocyanins and

lower concentrations of Pi in shoots than WT plants.

Transcriptome analyses of roots of WT and B9 plants

cultivated on P2 or on P/10 confirmed the Pi-limited profile

of the mutant on P2 and highlighted its altered response to Pi

on P/10. Furthermore, the B9 mutant displayed a higher

expression of defence/stress-related genes and was more

susceptible to infection by the root oomycete pathogen

Aphanomyces euteiches than WT plants. We propose that the

hypermycorrhizal phenotype of the B9 mutant is linked to its

Pi-limited status favouring AM symbiosis in contrast to WT

plants in Pi-replete conditions, and discuss the possible links

between the altered response of the B9 mutant to Pi,

mycorrhization and infection by A. euteiches.

Key-words: arbuscular mycorrhiza; nutrients; signalling; sym-

biosis; transcriptome.

INTRODUCTION

Phosphorus (P) is an essential macronutrient for plants. It

plays a vital role in metabolism as it is necessary for the

synthesis of numerous compounds such as nucleic acids, ATP

and phosphorylated intermediates in signalling cascades.

Plants acquire P as inorganic phosphate (Pi) which is limiting

in most soils due to its low solubility and its low diffusion

coefficient in soil (Shen et al. 2011). To cope with the low

availability of Pi, plants have evolved different adaptive

responses including changes in root morphology and

architecture (Abel 2011), solubilization of external Pi by

secretion of organic anions or phosphatases, and extensive

changes in gene expression to increase the uptake and use

of Pi (Yang & Finnegan 2010). In addition, a wide variety

of plants form symbiotic associations with arbuscular

mycorrhizal (AM) fungi, which enhance Pi acquisition by

hosts through the development of their mycelia, which con-

stitute a wide network for accessing Pi (Javot et al. 2007).

Thus, AM plants can display a greater biomass, a higher Pi

status than non-mycorrhizal (NM) plants in a Pi-limiting

environment. In certain cases, though no positive effect on

plant biomass or Pi status can be observed in AM plants, the

symbiotic Pi acquisition pathway can contribute a major part

of total plant Pi acquisition through specific symbiotic Pi

transporters rather than the direct Pi acquisition pathway

through root epidermal cells (Smith et al. 2011).

Considering the importance of the AM symbiosis for plant

Pi acquisition and the carbon costs associated with the devel-

opment of this symbiosis, it is not surprising that host plant Pi

status controls the root colonization levels by the AM fungus

(Breuillin et al. 2010; Gu et al. 2011; Balzergue et al. 2013).

Hence, mycorrhization is stimulated when Pi is limiting in the

soil and decreased when it is present at sufficient levels. The

suppression of mycorrhization by high Pi affects AM devel-

opment at both the early and late stages of interaction and

acts systemically (Gu et al. 2011), but the nature of this high

Pi signal is not known (Branscheid et al. 2010). In addition to

this suppression of AM symbiosis by high Pi fertilization of

host plants, regulation by an AM symbiosis-related signal

was postulated to be important for maintaining AM symbio-

sis in plants grown at low Pi supply. Otherwise, in these

plants, the higher local Pi status of mycorrhizal roots due to

the symbiotic Pi-uptake pathway (Branscheid et al. 2010)

would suppress AM formation and prevent AM symbiosis

from proceeding further. Higher levels of microRNA 399

(miR399) were produced in AM plants compared with NM

plants at low Pi fertilization (Branscheid et al. 2010). The

target of these miRNAs is the MtPHO2 ubiquitin conjugase

mRNA encoding a negative regulator of a subset of Pi star-

vation responses including possibly the development of AMCorrespondence: H.-N. Truong. E-mail: hntruong@dijon.inra.fr
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symbiosis (Branscheid et al. 2010). The increased production

of miR399 in AM plants was proposed to be important for

maintaining a low expression in mycorrhizal roots of their

target MtPHO2 gene which otherwise would increase in

response to the higher local Pi levels in AM roots and lead to

a suppression of mycorrhization (Branscheid et al. 2010).

Thus, the regulation of AM symbiosis by Pi is complex with,

on the one hand, a high Pi fertilization leading to suppression

of mycorrhization and, on the other hand, AM signals

through miR399 counteracting the local high Pi signal in

roots of AM plants grown at low Pi. A constitutive high

expression of miR399 in transgenic AM plants did not,

however, prevent the suppression of AM symbiosis by high Pi

fertilization of host plants, highlighting that the high Pi sup-

pressing signal is epistatic to miRNA399 stimulation of

mycorrhization (Branscheid et al. 2010).

The ancient widespread AM symbiosis shares a common

signalling pathway with the more recent rhizobial symbiosis,

which is found in legumes (Oldroyd 2013). In addition, the

recognition by the host plant of the rhizobial Nod factors

or the mycorrhizal Myc factors or pathogen-derived

oligosaccharides involves a common lysin motif receptor-like

kinase (LysM-RLK) NFP (in Medicago truncatula) and likely

one or more other LysM-RLKs specific for Nod or Myc

factors or the pathogen-derived oligosaccharides (Gough &

Jacquet 2013). Many mutants impaired in rhizobial symbiosis

were subsequently characterized as AM-defective (Parniske

2008). Conversely, some supernodulating and nitrate-tolerant

mutants were also hypermycorrhizal (Morandi et al. 2000), in

accordance with the common regulatory components of

these symbioses. The development of genetic screens for

mutants affected in AM symbiosis led to the isolation of

mutants specifically affected in AM symbiosis but displaying

normal nodulation levels such as the stunted arbuscule (str)

and the required for arbuscular mycorrhization 1 (ram1)

mutants in M. truncatula (Zhang et al. 2010; Gobbato et al.

2012). They enabled also the identification of mutants dis-

playing contrasting phenotypes for rhizobial and AM symbi-

oses such as the M. truncatula B9 mutant (Morandi et al.

2009). This latter mutant was isolated as a hypermycorrhizal

mutant defective for nodulation. In addition, the B9 mutant

displayed a poor shoot and a strongly impaired root devel-

opment with reduced laterals compared with wild-type (WT)

plants when grown in soil and accumulated high levels of the

isoflavonoid coumestrol (Morandi et al. 2009).

With the aim of determining whether the B9 hypermy-

corrhizal phenotype could be linked to an altered Pi

response, we have analysed the growth, root architecture and

anthocyanin accumulation, and performed gene expression

profiling of WT and mutant plants in response to limiting

(P/10) and non-limiting (P2) Pi. In addition, as transcriptome

analyses highlighted the up-regulation of numerous defence/

stress-related genes in the B9 mutant, and because rhizobial,

AM symbioses and interaction with pathogens share

common and specific signalling elements, we characterized

the response of this hypermycorrhizal but nodulation-

deficient mutant to infection by the oomycete pathogen

Aphanomyces euteiches.

MATERIALS AND METHODS

Biological material and growth conditions

Seeds from the WT M. truncatula (Gaertn.) line A17 of the

variety Jemalong and the derived ethylmethane sulfonate

mutant B9 (Morandi et al. 2009) were scarified, rinsed and

left to germinate in the dark on moist filter paper as

described previously (Morandi et al. 2009) for 4 d at 4 °C.

After 1 d transfer to room temperature, seedlings were

transplanted to pots containing a substrate composed of 20%

pure zeolite in gamma-irradiated clay loam soil (Domaine

d’Epoisses, Dijon, France) or, depending on the experiments,

20% zeolite-based commercial inoculum (Rhizophagus sp.;

MycAgro Lab, Dijon, France). Plants were grown in

phytochambers with 16 h light 350 μmol m–2 s–1 at 23 °C /8 h

night cycle at 21 °C and fertilized three times/week with

modified Long Ashton solutions (Hewitt, 1966) containing

either 0.13 mm Pi (P/10) or 2.6 mm Pi (P2). At harvest, after 4

weeks of growth, roots were cleaned under tap water, root

and shoot fresh weight were measured, and all the tissues

frozen in liquid nitrogen before storing at −80 °C. AM colo-

nization was determined on supplemental cultivated

Rhizophagus sp. inoculated plants. Altogether, three to four

independent cultures were performed with 4 to 6 plants per

genotype and per nutrient condition.

For in vitro experiments to determine root system archi-

tecture, seeds, after scarification, were further sterilized as

described previously. (Bonneau et al. 2013) and sown on

0.7% (w/v) agar plates. After 1 d at 4 °C, plates were trans-

ferred to culture chambers with the same conditions as

described above. One to two days after germination, seed-

lings were transferred to square plates (12 cm × 12 cm) con-

taining a modified M medium without sugar (Bécard &

Fortin 1988) containing either low Pi (LP, 35 µM Pi) or high

Pi (HP, 1.3 mM Pi). After sealing with parafilm, plates were

placed vertically in the culture chamber (16 h light

350 μmol m–2 s–1 at 23 °C/8 h night cycle at 21 °C) for 10 d

before root architecture analysis.

Assessment of root mycorrhizal colonization

AM colonization was determined after ink staining

(Vierheilig et al. 1998). Stained root systems (from 4 replicate

plants per genotype and nutrient condition) were cut into

1 cm fragments, and 30 randomly collected fragments were

used for estimation of mycorrhizal development.A stereomi-

croscope at ×40 magnification was used to evaluate the global

AM intensity of root colonization as described previously

(Morandi et al. 2000).

Root architecture analyses

Root system architecture was analysed on scans of plates

containing WT or mutant seedlings grown for 10 d on LP or

HP media using the ImageJ software (Schneider et al. 2012)

to measure the primary root (RI) length, lateral root (LR)

length and density (which is the average number of LRs per

cm RI). For each experiment, about 20 seedlings per geno-

type and per condition were analysed.
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Soluble Pi determination

Soluble Pi was extracted from freeze-dried shoots or roots of

4–6 plants per genotype and per nutrient condition as

described previously (Bonneau et al. 2013). Soluble Pi

concentrations were determined spectrophotometrically

by measuring absorbance at 650 nm using the BIOMOL

Green™ Reagent (Enzo Life Sciences,Villeurbanne, France)

according to the indications of the manufacturer.

Anthocyanin estimation

About 100 mg freshly frozen shoot tissue was used for extrac-

tion of anthocyanins in acidic methanol (1% (w/v) HCl)

(Mano et al. 2007). The optical density was measured at

530 and 657 nm. Subtraction of 0.25A650 compensated for the

overlap in A530 by chlorophylls. Thus, quantitation of

anthocyanins was performed using the following equation:

Q = (A530 −0.25 A657) × M–1, where Q is the concentration of

anthocyanins, A530 and A657 are the absorptions at the wave-

lengths indicated, and M is the fresh weight (in grams) of the

plant tissue used for extraction.

Inoculation by A. euteiches, scoring of

sensitivity of plants to A. euteiches and

assessing infection by enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA)

For inoculation with A. euteiches, 1-day-old germinated WT

or mutant seeds were transferred to M media without sugar

(Bécard & Fortin 1988) and cultivated for 1 d (16 h light

350 μmol m–2 s–1 at 23 °C /8 h night cycle at 21 °C), then

inoculated on roots with 5 μL of a suspension of zoospores

(105 zoospores/mL) obtained as described in Rey et al. (2013)

from A. euteiches Drechs strain ATCC 201684. Symptoms

were scored after 21 d of culture by determining the percent-

age of symptomatic tissues [percentage of stem browning and

of yellow/purple cotyledons (Djebali et al. 2009)] and the

percentage of dead plants. Altogether, four independent

experiments were carried out to analyse plant susceptibility

to A. euteiches.

Assessment of A. euteiches development in roots was per-

formed by ELISA using a rabbit polyclonal serum raised

against A. euteiches and a mouse anti-rabbit IgG alkaline

phosphatase conjugate as described by Slezack et al. (1999)

on protein extracts obtained from roots from pooled plants.

Alkaline phosphatase activity was monitored by following

the increase in absorbance at 405 nm during 2–3 h and is

expressed as the slope of the obtained curve per mg root

fresh weight.

RNA extraction, reverse transcription and qPCR

RNA extraction and reverse transcription

RNA was extracted from plant roots using the Plant RNeasy

kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the recom-

mendations of the manufacturer with an on-column DNase

treatment. For microarray hybridizations, three independent

biological replicates were produced from three independent

cultures. For each condition, RNA samples were obtained by

pooling RNAs from three to five plants.

For qPCR, RNAs (0.5–1 μg) were reverse transcribed

in a final volume of 25 μL in the presence of RNasin

(Promega, Charbonnières, France) and oligo(dT)15, with

MMLV reverse transcriptase (Promega, Charbonnières,

France) as recommended by the manufacturer.

Quantitative PCR

Quantitative PCR was performed on reverse-transcribed

RNAs on four independent biological replicates per condi-

tion for two independent plant cultures. Technical replicates

showed a much lower variance than biological replicates.

Quantitative PCR reactions were performed in the ABI

PRISM 7900 apparatus (Applied Biosystems®, Saint-Aubin,

France) in a final volume of 15 μL using Absolute SYBR

green ROX Mix (Thermo Scientific, Surrey, UK), 70 nm of

gene-specific primers and 5 μL of cDNA template diluted

60-fold. Primers used for qPCR are listed in Supporting

Information Table S1. Control qPCR reactions included non-

template control and non-reverse-transcribed RNAs. Refer-

ence genes used for normalization were MtEF1α and

ubiquitin (Supporting Information Table S1). Expression

levels were calculated by determining the ΔCt between test

and reference gene (ΔCttest gene-reference gene). For MtEF1α,

average Ct in all experiments was equal to 22 cycles. As a

total of 40 cycles were performed for qPCR analysis, a gene

was considered as not expressed if ΔCttest gene-reference gene ≥ 18.

Therefore, gene expression was quantified by the parameter

18-ΔCttest gene-reference gene, which is higher when test gene is more

highly expressed.

Analysis of primary and mature miR399
transcript levels by qPCR

Total RNAs were prepared using the TRIzol® reagent (Life

Technologies, Saint-Aubin, France) according to the manufa-

cturer’s recommended procedure for isolating RNA. For

mature miR399 expression analyses, reverse transcription was

performed on 0.5 μg total RNA in a final volume of 20 μL

following a stem-loop pulsed reverse transcription protocol

(Varkonyi-Gasic et al. 2007) with 50 units of SuperScript® III

reverse transcriptase (Life Technologies, Saint-Aubin, France)

in the presence of 10 mm DTT, 20 units of RNAsin®

ribonuclease inhibitor (Promega, Charbonnières, France) and

50 nm stem-loop primers based on the primers described by

Branscheid et al. [listed in Supporting Information Table S1

(Branscheid et al. 2010)]. Quantitative PCR was performed

with 1 μL of the stem-loop reverse transcription reaction using

a forward primer specific to the different mature miR399

sequences and a universal reverse primer (Supporting Infor-

mation Table S1) on four biological replicates and two to three

technical replicates on two independent experiments. Primers

used for qPCR analyses of pri-miR399 transcripts were based

on those designed by Branscheid et al. [Supporting Informa-

tion Table S1 (Branscheid et al. 2010)].
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Statistical analyses

Statistical analyses were performed using one, two or three-

way analysis of variance (anova) followed by Fisher’s test.

Data were considered as significantly different for P < 0.05.

Microarray analysis

Analysis of the integrity of RNA samples, labelling and

hybridization to Affymetrix GeneChip® Medicago Genome

Array representing approximately 58192 transcripts coming

from M. truncatula, M. sativa or M. meliloti, subsequent

washes, staining and scanning were performed as described

previously (Bonneau et al. 2013). The data were normalized

with the gcrma algorithm (Irizarry et al. 2003). To determine

differentially expressed genes, we performed a standard two-

group t-test that assumes equal variance between groups.The

variance of the gene expression per group is a homoscedastic

variance, where genes displaying extremes of variance (too

small or too large) were excluded. The raw P-values were

adjusted by the Bonferroni method, which controls the

familywise error rate (FWER) (Ge et al. 2003).A gene (probe

set) is considered as differentially expressed if the Bonferroni

P-value is < 0.05 and if the log2 (fold change) was ≥ 1 or ≤ −1.

Data deposition

All these steps were performed on Affymetrix platform at

INRA-URGV (Evry, France). The raw CEL files were

imported in R software for data analysis. All raw and nor-

malized data are available through the CATdb database

[AFFY_MED_2011_14 (Gagnot et al. 2008)] and from the

Gene Expression Omnibus (GEO) repository at the

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(Barrett et al. 2007), accession number GSE 44102.

Analysis of public transcriptome data

Public transcriptome data on roots interacting with A.

euteiches [(Rey et al. 2013), ME16, NCBI GEO (GSE20587)]

were downloaded from PLEXdb (http://www.plexdb.org/

plex.php?database=Medicago). Data were normalized

with the RMA algorithm and genes significantly (cor-

rected Benjamini–Hochberg P-value < 0.05) differentially

expressed (log2(fold change) ≥ 1 or log2(fold change) ≤ −1)

between test and control conditions were determined using

the Agilent GeneSpring software. For transcriptomic data on

stringent Pi limitation (Hogekamp et al. 2011), differentially

expressed genes were extracted from Supporting Informa-

tion Table S1. Clustering of data using Pearson’s correlation

metrics was performed using the MultiExperimentViewer

software (http://www.tm4.org/mev.html).

RESULTS

Repression of AM colonization by high Pi

fertilization is not effective in the

M. truncatula B9 mutant

The M. truncatula B9 mutant was initially characterized as

displaying ∼20% higher global root colonization intensity by

Rhizophagus sp. compared with WT plants on low Pi [P/10,

0.13 mm Pi (Morandi et al. 2009)]. In order to highlight the

differences in mycorrhization levels between the B9 mutant

and WT plants, we cultivated plants on high Pi (P2, 2.6 mm

Pi), a nutrient condition that suppresses mycorrhization in

WT plants.

Global root colonization intensity was suppressed by high

Pi in AM-WT plants cultivated on P2 compared with P/10

(Fig. 1a). For the AM-B9 mutant, however, root colonization

remained high on P2 (Fig. 1a), at a level about three times

that of AM-WT plants on P2. The expression of AM marker

genes [MtBCP1 and MtPT4 encoding respectively a blue

copper protein and an AM-specific Pi transporter

(Hogekamp et al. 2011)] confirmed these differences in root

colonization levels (Fig. 1b). The levels of expression of both

genes were low or undetectable in AM-WT plants grown on

P2 and high in AM-WT plants cultivated on P/10 and in

AM-B9 mutant plants cultivated on P2 or on P/10.

High Pi fertilization (P2) improved plant growth with an

increase in shoot biomass (Fig. 1c) or in the shoot/root

biomass ratio (S/R, an indicator of plant nutrient status,

Fig. 1d) for both NM-WT and NM-B9 plants compared with

NM plants cultivated on P/10. A significant positive

mycorrhizal effect on shoot biomass and S/R ratio was

detected in WT and B9 plants when cultivated on P/10

(Fig. 1c,d), in line with an enhanced plant nutrient status

linked to AM symbiosis. On P2, a mycorrhizal effect was

observed for the S/R ratio of the B9 mutant but not for that

of WT plants (Fig. 1d).

Altogether, these data confirm the hypermycorrhizal phe-

notype of the B9 mutant and show that AM formation in

the B9 mutant was less suppressed by high fertilization (P2)

than in WT, and this was correlated with a mycorrhizal effect

on the plant nutrient status as indicated by the higher S/R

ratio of AM mutants compared with NM mutants in these

conditions.

The B9 mutant has a lower Pi status on P2 but

displays normal regulation by AM signals of

Pi marker genes

Because Pi is an important regulator of AM symbiosis, we

analysed the Pi status of WT and B9 plants cultivated on P2

or on P/10 in the presence or not of Rhizophagus sp.

On P2, in line with their higher Pi fertilization on P2, both

NM-WT and NM-B9 plants displayed a higher shoot and

root soluble Pi concentrations than when cultivated on P/10

(Fig. 2a). On P2, however, the soluble Pi concentrations in

shoots and roots of the NM-B9 mutant were significantly

lower than those of NM-WT plants. This decrease in soluble

Pi concentration was also observed in NM-B9 plants culti-

vated on P/10 which accumulated less Pi in shoots but not in

roots compared with NM-WT plants on P/10 (Fig. 2a). These

data indicated therefore a decreased Pi status of the NM-B9

mutant compared with NM-WT plants.

AM formation led to an enhanced soluble Pi concentration

of both shoots and roots in the AM-B9 mutant cultivated on

P2 or P/10 compared with NM-B9 plants (Fig. 2a). As
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expected, in AM-WT plants this AM-linked positive effect

on Pi concentration was only observed on P/10. Thus,

when a positive mycorrhizal effect was observed on S/R

(Fig. 1d), it was correlated with a higher Pi status of AM

plants.

To further analyse the Pi status of the B9 mutant, we

studied the expression of two Pi marker genes displaying

different regulation by Pi and mycorrhization. The Pi stress

gene MtPLD encoding a phospholipase D enzyme is induced

in Pi-limited plants and repressed in Pi-replete plants

(Branscheid et al. 2010). Conversely, the Pi status gene

MtPHO2, encoding a ubiquitin E2 conjugase that negatively

controls a subset of Pi-starvation-induced (PSI) genes, is

more highly expressed in Pi-replete than in Pi-limited plants

(Branscheid et al. 2010).

Analysis of the expression of these two Pi marker genes in

the WT and B9 mutant cultivated on P2 or on P/10 in the

presence or not of Rhizophagus sp. is presented in Fig. 2b.As

expected, cultivation of NM-WT plants on P2 (high fertiliza-

tion) led to a significantly lower expression of the Pi stress

gene MtPLD and a significantly higher expression of the high

Pi status gene MtPHO2 than in low fertilization (P/10). In the

NM-B9 mutant, however, the MtPlD gene was less repressed

than in NM-WT plants on P2 and the MtPHO2 gene was not

up-regulated by high Pi nutrition. These analyses confirmed

therefore the lower Pi status of NM-B9 mutants compared

with NM-WT plants on P2.

AM-WT plants cultivated on P/10 and AM-B9 mutants

cultivated on P/10 or on P2 displayed a lower expression of

MtPLD compared with their respective NM controls

(Fig. 2b), in agreement with the higher Pi status of these AM

plants (Fig. 2a) compared with their NM counterparts. By

contrast, MtPHO2 gene expression remained low in these

AM plants (Fig. 2b) despite their higher Pi status compared

Figure 1. Characterization of wild-type (WT) and B9 mutant plants grown on limiting (P/10) and replete (P2) Pi nutritions in the presence
or not of Rhizophagus sp. (a) Global intensity of root colonization of inoculated WT and B9 plants. (b) Relative expression compared with
the reference MtEF1α gene (expressed as 18-ΔCttest gene-reference gene, see Materials and Methods) of the AM marker genes MtBCP1 and MtPT4.
(c) Shoot fresh weight (FW). (d) Shoot/root FW ratio (S/R). Data from a representative experiment are shown. WT and B9 mutants were
cultivated in the presence [white bars in (a), (c) and (d)] or not [black bars in (c), (d)] of Rhizophagus sp. for 4 weeks on P2 (2.6 mm Pi) or
P/10 (0.13 mm Pi). Error bars represent standard errors (n = 4–6). Letters indicate significant differences (P < 0.05) between inoculated plants
for mycorrhization parameters in (a) and for relative gene expression in (b), and between shoot FW and S/R for non-inoculated (NM)
plants. Asterisks denote significant differences (P < 0.05) between inoculated and non-inoculated plants in (c) and (d). ND, non-detected.
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with NM plants (Fig. 2a). This observation was in accordance

with the proposed necessary maintenance of MtPHO2 at

low levels by AM signals to prevent suppression of AM for-

mation by the higher local Pi in AM roots [see Introduction

(Branscheid et al. 2010)]. Thus, these expression analyses

showed on the one hand that AM regulation of MtPHO2

gene expression was normal in AM-B9 plants, but that the

NM mutant Pi status on P2 was lower than that of NM-WT

plants. This suggests that the hypermycorrhizal phenotype

of the B9 mutant could be due to the Pi-limited status

of NM-B9 plants on P2 which would favour higher root colo-

nization by the AM fungus. We therefore undertook to

compare more in depth the response to Pi of NM-WT and

NM-B9 plants, hereafter referred to as WT and B9 plants,

respectively.

The B9 mutant overaccumulates anthocyanins

and does not alter its root architecture in

response to Pi limitation

Accumulation of anthocyanins in shoots constitutes one of

the long-term responses of plants to Pi limitation. We meas-

ured levels of anthocyanins in shoots of WT and mutant

plants cultivated on P2 and on P/10. Pi limitation induced

accumulation of anthocyanins in WT and mutant plants

(Fig. 3a). The B9 plants, however, displayed always higher

levels of anthocyanins in shoots than WT plants, whether

cultivated on P2 or P/10 (Fig. 3a).

Hallmarks of Pi starvation include changes in root archi-

tecture including an inhibition of primary root (RI) growth,

a longer length and a higher density of lateral roots (LRs)

in Arabidopsis thaliana (Péret et al. 2011). We analysed the

root architecture of WT and mutant plants in vitro on a

medium containing high Pi (HP, 1.3 mm Pi, a concentration

in the range of the P2 fertilization which contains 2.6 mm

Pi) or containing low levels of Pi (LP media, 35 μm Pi, a

much lower Pi concentration than the P/10 fertilization

solution which contains 130 μm Pi). We chose a stringent LP

media so that Pi limitation could be effective in vitro, where

plants develop much less than in pots. Indeed, in these con-

ditions, WT and B9 plants accumulated lower soluble Pi

levels in shoots on LP than on HP (data not shown). We did

not observe any significant effect of Pi limitation on RI

length, average LR length nor on the number of LR in WT

M. truncatula plants (Fig. 3b) after 10 d of culture in vitro.

The B9 mutant, however, displayed always a lower value of

these different root parameters than WT (Fig. 3b), in line

with the originally described poor root development of the

mutant (Morandi et al. 2009). The only root architecture

parameter that changed in WT plants in response to Pi

nutrition was LR density (the number of LR per cm of RI)

which was significantly higher on LP than on HP (Fig. 3b).

In the B9 mutant, LR density was significantly lower than in

WT plants grown on HP or LP and did not increase in

response to Pi limitation (Fig. 3b). Therefore, the root archi-

tecture of the B9 mutant was altered, with a shorter RI and

shorter and lower number and density of LR, and did not

respond to changes in Pi nutrition.

Figure 2. Analysis of the Pi status of wild-type (WT) and B9
plants grown on limiting (P/10) or replete (P2) Pi in the presence
or not of Rhizophagus sp. (a) Shoot and root soluble inorganic
phosphate (Pi) concentrations in WT and mutant plants. (b)
Relative expression compared with the reference MtEF1α gene
(expressed as 18-ΔCttest gene-reference gene, see Materials and Methods)
of the Pi stress gene MtPLD and the high Pi status marker gene
MtPHO2. Data from a representative experiment are shown. WT
and B9 mutants were cultivated in the presence (white bars) or not
(black bars) of Rhizophagus sp. for 4 weeks on P2 (2.6 mm Pi) or
P/10 (0.13 mm Pi). Error bars represent standard errors (n = 4–6).
Letters indicate significant differences (P < 0.05) between
non-inoculated plants. Asterisks denote significant differences
(P < 0.05) between inoculated and non-inoculated plants.
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The B9 mutant displays alterations in the

expression of Pi transporter genes and of

members of the MtPHO1 gene family

Because the B9 mutant accumulated lower levels of Pi in

shoots and roots than WT plants on P2, we analysed by qPCR

the expression of genes involved in Pi transport or potentially

in Pi allocation within the plant. The MtPT1, MtPT2, MtPT3

and MtPT5 genes encoding low- or high-affinity Pi transport-

ers of the PHT1 family are induced, whereas MtPT6 is

repressed by Pi limitation (Liu et al. 2008; Grunwald et al.

2009; Bonneau et al. 2013). As shown in Fig. 4a, the B9

mutant displayed for all these genes a significantly different

expression level compared with WT plants on P2, but not on

P/10. The expression levels for MtPT1-3 and MtPT6 in the

B9 mutant grown on P2 reached levels equal to or close to

those in WT plants cultivated on P/10 (Fig. 4a). Hence, Pi

transporter-expression analyses supported the hypothesis

that the B9 mutant experienced Pi limitation on P2 in con-

trast to WT plants.

In Arabidopsis and rice, specific members of the PHO1

gene family (AtPHO1, AtPHO1;H1 in Arabidopsis and

OsPHO1;2 in rice) were shown to be important for the trans-

fer of Pi from roots to shoots (Stefanovic et al. 2007; Secco

et al. 2010). Mutants affected in some of these specific

PHO1 genes display reduced shoot Pi concentration. In

M. truncatula, six members of the PHO1 multigenic family

were identified in the genome (http://plantgrn.noble.org/

LegumeIPv2/), two of which (MtPHO1;1 and MtPHO1;2) are

phylogenetically close to AtPHO1 (Supporting Information

Fig. S1).The expression of all the MtPHO1 genes was induced

by Pi limitation in WT plants except for MtPHO1;1. Expres-

sion of the MtPHO1 genes in the mutant roots was either

normal in plants grown on P2 and P/10 (MtPHO1;2), or

significantly reduced for both nutrient conditions

(MtPHO1;1; 1;4 and 1;6), or significantly reduced compared

with WT plants on P/10 but normal on P2 (MtPHO1;3 and

Figure 3. Analysis of wild-type (WT) and B9 mutant responses
to inorganic phosphate (Pi). (a) Shoot concentrations of
anthocyanins of WT and B9 mutant plants cultivated on P2
(2.6 mm Pi) or P/10 (0.13 mm Pi) for 4 weeks. (b) Root architecture
of in vitro grown WT and B9 plants grown on high Pi (HP, 1.3 mm

Pi) or low Pi (LP, 35 μm Pi) media for 10 d. RI length, primary
root length; LR length, lateral root length; LR density, lateral root
density (number of lateral roots per cm RI). Error bars indicate
standard errors (n = 5 for anthocyanin measurements; n = 40–50
for root architecture analyses). Letters indicate significant
differences (P < 0.05).

Figure 4. Relative expression of genes involved in inorganic
phosphate (Pi) transport or potentially in Pi allocation in roots
of wild-type (WT) plants and B9 mutants cultivated on limiting
(P/10) and replete (P2) Pi nutritions. (a) Relative expression of
members of the MtPHT1 gene family. (b) Relative expression of
members of the MtPHO1 gene family. Data from a representative
experiment are shown. WT and B9 mutants were cultivated for
4 weeks on P2 (2.6 mm Pi) or on P/10 (0.13 mm Pi). Relative
expression is expressed as 18-ΔCttest gene-reference gene (see Materials
and Methods) compared with the reference MtEF1α gene. Error
bars represent standard errors (n = 4). Letters indicate significant
differences (P < 0.05) in relative expression levels.
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MtPHO1;5). Thus, in contrast to what had been observed

for members of the MtPT Pi transporter gene family

whose expression levels were affected in the mutant solely on

P2 (Fig. 4a), the expression of some of the MtPHO1 genes was

also affected on P/10 in the mutant (Fig. 4b). Therefore, the

analysis of the expression of the MtPT and MtPHO1 genes

confirmed the altered response to Pi and highlighted the

complex transcriptional changes occurring in the B9 mutant.

The B9 mutant displays alterations in the

PHR1-PHO2 Pi signalling pathway

In Arabidopsis, the AtPHO2 ubiquitin conjugase down-

regulates a subset of PSI genes including several members

of the AtPHT1 gene family and the non-protein-coding

mRNAs At4 and AtIPS1 (Bari et al. 2006). Because the

MtPHO2 gene was down-regulated in the B9 mutant at high

Pi fertilization (Fig. 2b), we tested whether, in addition to the

Pi transporters up-regulated in B9 (Fig. 4a) Mt4, the

M. truncatula orthologue of At4 (Burleigh & Harrison 1999)

was up-regulated in the B9 mutant on P2. These analyses

(Fig. 5a) showed that Mt4 was up-regulated by Pi limitation

in both WT and B9 roots, and that indeed on P2 Mt4 was

more highly expressed in the mutant compared with WT.This

confirmed the lower Pi status and low MtPHO2 expression in

the B9 mutant when cultivated on P2.

We then analysed the expression of genes of the Pi signal-

ling pathway acting upstream of MtPHO2. In A. thaliana the

MYB coiled coil (MYB-CC) transcription factor AtPHR1

and the closely related AtPHL1 protein act as central

Figure 5. Expression analysis of genes of the PHR1-PHO2 Pi signalling pathway in roots of wild-type (WT) plants and B9 mutants
cultivated on limiting (P/10) and replete (P2) Pi nutritions. (a) Relative expression of At4 and MtPHR1 genes. (b) Relative expression of the
primary miR399 transcripts (pri-miR399, Branscheid et al. 2010) detected in our experiments. (c) Relative expression of mature miR399
families. WT and B9 mutants were cultivated for 4 weeks on P2 (2.6 mm Pi) or on P/10 (0.13 mm Pi). Relative expression is expressed as
18-ΔCttest gene-reference gene (see Materials and Methods) compared with the reference MtEF1α gene. Error bars represent standard errors
[n = 4–8 in (a) and (b); n = 7–11 in (c)]. Letters indicate significant differences (P < 0.05) in relative expression levels.
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positive regulators controlling directly numerous PSI genes

through the binding of the PHR1 binding sequence P1BS

(Rubio et al. 2001; Bustos et al. 2010). One branch of the Pi

signalling pathway downstream from PHR1 involves the

AtPHO2 E2 ubiquitin conjugase (Bari et al. 2006). AtPHR1

controls the expression of the AtPHO2 gene (PHR1-PHO2

Pi signalling pathway) by inducing the expression of the

miR399 family during Pi starvation leading to the degrada-

tion of their target AtPHO2 mRNA and, as a result,

up-regulation of the small subset of PSI genes controlled by

AtPHO2.

In M. truncatula genome (Mt4.0), we identified the

Medtr7g098250 gene as a potential orthologue of AtPHR1.

Indeed, phylogenetic analyses showed that the protein

encoded by this gene, hereafter referred to as MtPHR1,

belonged to the same clade asAtPHR1 andAtPHL1 (data not

shown), and displayed overall the highest homology among

the different M. truncatula MYB-CC transcription factors

with the AtPHR1 protein (P-value: 1.7e–76 with 48% identity

and 58% similarity out of 398 amino acids). In particular, this

homology with AtPHR1 raised to 95% identity in the 46

amino acids of the MYB-CC domain (pfam14379) and 94%

identity in the 55 amino acids of the MYB-like DNA-binding

domain (TIGR01557, Supporting Information Fig. S2).

Expression analysis of MtPHR1 showed that its expression

did not depend on Pi fertilization levels as observed for

AtPHR1 in Arabidopsis, and that it was expressed at the same

levels in roots of WT and B9 mutants (Fig. 5a). Downstream

from MtPHR1, we analysed the expression of the miR399

primary (pri-miR399) and mature transcripts. Altogether, 15

pri-miR399 transcripts giving rise to a few families of mature

miR399 have been described in M. truncatula (Branscheid

et al. 2010). The expression levels of the 13 pri-miR399

detected in our experiments and of the mature miR399 fami-

lies were all higher on P/10 than on P2 in WT or in B9 plants,

in accordance with their induction during Pi limitation. In the

B9 mutant cultivated on P2, however, a significantly higher

expression of pri-miR399 b, c, d, h, i, k, n, o and of mature

miR399j and p was observed compared with WT plants on P2,

stressing the fact that the B9 mutant behaved as partially Pi

limited on P2.In the roots of the B9 mutant cultivated on P/10,

a lower expression of pri-miR399 b, d, m and o and a higher

expression of pri-miR399 j were observed compared with WT

plants on P/10 accompanied by a significantly higher expres-

sion of mature miR399 a, e, f, g, miR399 c, h, i, k and miR399 j

families. Therefore, these analyses confirmed the complex

perturbations in the PHR1-PHO2 Pi signalling pathway of the

B9 mutant with, in general, a Pi-limited profile of the mutant

on P2 and a complex profile on P/10 (either more induced or

less induced than WT plants).

Transcriptome analyses highlight extensive

alterations in the root response to Pi limitation

and the deregulation of numerous

stress/defence-related genes in the B9 mutant

To get a broader view on the processes affected in the B9

mutant, we performed transcriptome analyses on RNAs iso-

lated from roots of WT and B9 plants cultivated for 4 weeks

on P2 or on P/10. Three independent replicate experiments

were done and four comparisons were performed: (1) WT

P/10 versus WT P2 (Fig. 6, column 2) and (2) B9 P/10 versus

B9 P2 (Fig. 6, column 3) to analyse, respectively, the response

Figure 6. Profiles and clustering analysis of transcriptome
experiments analysing the response to Pi limitation of roots of
wild-type (WT) plants [WT P/10 versus WT P2, comparison (1)]
and roots of B9 plants [B9 P/10 versus B9 P2, comparison (2)],
comparing roots from WT and B9 plants grown on P2 [B9 P2
versus WT P2, comparison (3)] or on P/10 [B9 P/10 versus WT
P/10, comparison (4)] and of experiments analysing the response
of WT plants to stringent Pi limitation [20 μm Pi versus 2 mm Pi,
Hogekamp et al. (2011), comparison (5)] or to inoculation by A.

euteiches for 1 d [inoculated by Aphanomyces euteiches versus
non-inoculated (ni), comparison (6), Rey et al. (2013)]. Only genes
whose differential expression could be assessed statistically in
comparisons (1)–(4) were retained in this analysis. Genes
significantly differentially expressed (corrected Bonferroni
P-value < 0.05, |log2(fold change)| ≥ 1) are highlighted in red when
induced, and in green when repressed. Genes displaying no
significant change in expression or significant changes but below
the |log2(fold change)| ≥ 1 threshold are in black. Clustering
analysis was performed using the MultiExperimentViewer
software (http://www.tm4.org/mev.html) using Pearson’s correlation
metrics. Comparisons indicate test condition versus control
condition. The different classes of genes (1–5) are indicated on the
right side of the figure as well as examples of genes belonging to
the different classes. Comparisons resulting from our transcriptome
experiments are typed in blue, those from published experiments
are in black.
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of WT and B9 plants to Pi limitation; (3) B9 P2 versus WT P2

(Fig. 6, column 4) and (4) B9 P/10 versus WT P/10 (Fig. 6,

column 5). These last two comparisons were performed to

uncover profile differences between the B9 mutant and WT

plants at sufficient and limiting Pi supply. Quantitative PCR

profiling on 10–14 genes significantly differentially expressed

in each of the four comparisons validated our transcriptomic

data (Supporting Information Fig. S3).

Numerous genes were significantly differentially expressed

in each comparison (between ∼1500 and 2500 genes, see

Table 1 and Supporting Information Table S2) with a similar

number of genes up-regulated and down-regulated except in

comparison 2, where only ∼300 genes (about fivefold less

than in the other comparisons) were significantly differen-

tially expressed with about three times more up-regulated

genes than down-regulated genes. Clustering analysis showed

that comparisons (1) and (2) highlighting the effects of Pi

limitation in WT or B9 plants grouped together, while those

highlighting the differences between B9 and WT plants [com-

parisons (3) and (4)] clustered together in a distinct branch

(Fig. 6).

To better understand the response of the B9 mutant to Pi

limitation, we first focused on the set of Pi-limitation-

responsive genes in WT plants (highlighted in grey in the left

of Fig. 6) corresponding to comparison (1), where 1541 genes

were significantly differentially expressed (Table 1): 768 were

up-regulated and 773 were down-regulated. Among the

genes induced by Pi limitation were genes encoding proteins

with an SPX domain involved possibly in Pi transport or

sensing, phosphatases and ribonucleases necessary for the

release of Pi from plant metabolites or from the root envi-

ronment (Supporting Information Table S2), as noted by dif-

ferent transcriptome analyses on Pi deprivation (Misson et al.

2005; Morcuende et al. 2007). Functional categories contain-

ing genes that responded differently compared with others

were identified using MapMan [Benjamini–Hochberg-

corrected P-value < 0.05 (Usadel et al. 2005)]. These catego-

ries were lipid metabolism, hormone metabolism and

responses to biotic stress. This was in accordance with the

lipid metabolism reprogramming during Pi deficiency and

the noted overlap between the transcriptional response to Pi

starvation and responses to numerous biotic and abiotic

stresses (Bustos et al. 2010). Comparison with published

transcriptome data on stringent Pi limitation in Medicago

[20 μm Pi versus 2 mm Pi (Hogekamp et al. 2011)] confirmed

the relevance of our microarray data. Indeed, comparison (1)

profile clustered with the stringent Pi limitation profile [com-

parison (5), Fig. 6, column 1].

The 1541 Pi-limitation-responsive genes in WT [compari-

son (1)] were then analysed for their profile in the

comparisons involving the B9 mutant [Fig. 6, comparisons

(2), (3), (4)]. Approximately 25% of these genes were not

differentially expressed in any of these latter three compari-

sons (Fig. 6, class 1 genes). Comparison (2) highlighting Pi-

limitation-responsive genes in the B9 mutant (Fig. 6, column

3) revealed that only a small fraction (10%) of the

Pi-limitation-responsive genes in WT was significantly differ-

entially expressed in the B9 mutant in response to Pi limita-

tion (Fig. 6, class 2 genes).Their profile (induced or repressed

by Pi limitation), however, was quite similar in WT and

mutant plants, in line with the clustering of comparisons (1),

(2) and the stringent Pi limitation profile [comparison (5)].

Among these class 2 genes were genes involved (or poten-

tially involved due to their homology with Arabidopsis

genes) in strigolactone synthesis (MtCCD8: Mtr.37123.1.S1

_s_at, Mtr.1606.1.S1_at) and in Pi scavenging, and genes

involved in sulfolipid synthesis (purple acid phosphatases:

Mtr.10868.1.S1_at, Mtr.28560.1.S1_at, Mtr.43918.1.S1_at;

MtSQD2: Mtr.34708.1.S1_at, Mtr.44760.1.S1_at). Importantly,

the class 2 genes included several M. truncatula genes

homologous to Arabidopsis genes regulated by AtPHR1 but

not by AtPHO2 (Bari et al. 2006), or homologous to

Arabidopsis genes identified as direct targets of AtPHR1

(Bustos et al. 2010) and induced by Pi starvation in

Arabidopsis roots (Supporting Information Table S3). These

PSI genes displayed, for most, a normal regulation by Pi

limitation in the B9 mutant roots compared with WT. This

indicated that at least part of the PHR1 Pi signalling pathway

was functioning correctly in the B9 mutant.

Comparison (3) (Fig. 6, column 4) highlighted the fact that

many Pi-limitation-regulated genes in WT (∼50% of the 1541

genes, Fig. 6, column 2) were significantly differentially

expressed between the B9 mutant and WT plants when

grown on P2. This included many genes (class 3 genes) that

were not differentially regulated by Pi in the B9 mutant. The

profile (induced or repressed) was similar for the vast major-

ity (>90%) of the common differentially expressed genes in

comparisons (1) and (3) (Fig. 6). This pointed out that the B9

mutant displayed a partially Pi-limited profile compared with

Pi-replete WT plants when grown on P2. Noteworthy, about

20% of the genes differentially expressed between the B9

and WT plants grown on P2 [comparison (3)] were also dif-

ferentially expressed between the B9 and WT plants when

these plants were grown on P/10 [Fig. 6, comparison (4)], and

they displayed the same profile (induced or repressed) in this

case.Thus, for this subset of genes that included specific genes

involved in flavonoid and isoflavonoid biosynthesis (Sup-

porting Information Fig. S4), the B9 mutant behaved as

experiencing exaggerated Pi limitation compared with WT

plants both on P2 and P/10. However, this was not the case

for the majority (80%) of the genes differentially expressed

in comparison (3), so for these latter genes the B9 mutant

Table 1. Number of genes significantly differentially expressed
(corrected Bonferroni P-value < 0.05, |log2(fold change)| ≥ 1) in the
different transcriptome comparisons in roots of WT and B9 plants
cultivated on P2 or P/10. Only genes whose differential expression
could be assessed statistically in all four comparisons were retained
in this table

Comparison (test versus
control)

Up-regulated
genes

Down-regulated
genes Total

WT P/10 versus WT P2 768 773 1541
B9 P/10 versus B9 P2 229 86 315
B9 P2 versus WT P2 1216 1349 2565
B9 P/10 versus WT P/10 1059 868 1927
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experienced a stronger Pi limitation than WT plants on P2,

but was similarly limited on P/10 as WT plants. The low

number of genes responding to Pi limitation in the B9 mutant

[Fig. 6, comparison (2)] can thus be due to the fact that

numerous Pi-regulated genes were already induced (or

repressed) on P2, and were not further up-regulated (or

down-regulated) by Pi limitation (P/10) in the mutant.

The 1541 Pi-limitation-responsive genes in WT [Fig. 6,

comparison (1)] were then analysed for their expression

profile in comparison (4) (Fig. 6, column 5). About 30 % of

these genes (427 genes) were also differentially expressed

between the B9 and WT plants when cultivated on P/10.

These genes (class 4 genes) were mainly distinct from the

subset of Pi-limitation-responsive genes deregulated in the

B9 mutant roots on P2 [Fig. 6, comparison (3)]. In this case,

however, the profile was in general reverse from that

observed during Pi limitation in WT plants for most (∼75%)

of these genes: genes induced by Pi limitation in WT plants

were less expressed in the B9 mutant than in WT plants on

P/10. This was the case for genes involved (or potentially

involved) in the methyl-erythritol phosphate (MEP) pathway

and apocarotenoid synthesis (MtDXR: Mtr.37824.1.S1_at;

MtCCD7: Mtr.32038.1.S1_at) and related to gibberellins

(MtGA3: Mtr.44757.1.S1_at, Mtr.38633.1.S1_at; MtGASA1:

Mtr.18228.1.S1_at; MtSCR: Mtr.31955.1.S1_at). Conversely,

genes from this subset which were repressed by Pi limitation

in WT plants were more highly expressed in the B9 mutant

than in WT on P/10. This indicated that for this set of genes

the B9 mutant was less Pi-limited than WT plants on P/10.

In summary, the analysis of the profile in the B9 mutant of

Pi-limitation-responsive genes of WT plants revealed that on

P2, the B9 mutant displayed a partially Pi-limited profile. By

contrast, on P/10, the B9 mutant appeared to be less

Pi-limited than WT plants, at least for a major part of the

genes differentially expressed in these conditions. This was in

line with the data obtained on the absence of induction on

P/10 of the expression of specific members of the MtPHO1

gene family (Fig. 4b). Therefore, transcriptome analyses con-

firmed the altered response to Pi of the B9 mutant and high-

lighted the extensive and complex deregulation of the

mutant’s response to Pi occurring both on P2 and on P/10.

Comparisons (3) and (4) highlighted also numerous genes

differentially expressed between WT and mutant plants on

P2 or on P/10 which were not regulated by Pi limitation in

WT plants (highlighted in beige on the left of Fig. 6 and

corresponding to class 5 genes, 2285 genes). This included

genes significantly differentially expressed both in compari-

sons (3) and (4) (969 genes) and genes specifically differen-

tially expressed between the B9 mutant and WT plants on P2

solely (785 genes) or on P/10 solely (531 genes). The 969

genes not regulated by Pi limitation in WT and differentially

expressed between the B9 and WT plants whatever the Pi

nutrient condition displayed a similar profile on P2 and on

P/10 (for all except one gene, Fig. 6, columns 4 and 5). The

Parametric Analysis of Gene Set Enrichment (PAGE, http://

bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/analysis.php?method=PAGE) of

these class 5 genes using their differential expression levels in

comparison (3) or in comparison (4) revealed that these

genes were enriched in the gene ontology (GO) processes

related to defence response, peroxidase reaction, and

response to stress, and enriched in the GO molecular func-

tions linked to antioxidant activity. Among these genes were

numerous genes involved in defence signalling including the

receptor-like kinase MtNFP and MtLYK3 genes important

respectively for early signalling upon Nod factor perception

and for rhizobacterial infection (Gough & Jacquet 2013).

These two genes were strongly repressed in the B9 mutant

compared with WT plants (Supporting Information

Table S2).

Most strikingly, many of these class 5 genes were differen-

tially expressed during interaction of M. truncatula roots with

A. euteiches [Fig. 6, column 6, comparison (6) (Rey et al.

2013)] and displayed a same profile [induced or repressed,

compare in Fig. 6 class 5 genes profile in comparisons (3)

and (6),or in comparisons (4) and (6)].This was highlighted by

the clustering of comparisons (3) and (4) with comparison (6).

The B9 mutant displays enhanced sensitivity to

infection by A. euteiches and shares a common

set of differentially expressed genes with the

Medicago nfp mutant

Because the B9 mutant displayed in part a profile similar to

WT roots responding to A. euteiches, we tested how the B9

mutant responded to infection to this oomycete. WT plants

[genotype A17, which is partially resistant to A. euteiches

(Djebali et al. 2009)] did not display a significant reduction in

shoot biomass and showed a low percentage of yellow coty-

ledons and stem browning in response to the pathogen

(Fig. 7a,b) after 3 weeks of infection in vitro. In contrast, the

B9 mutant was more severely affected by A. euteiches: inocu-

lated mutant plants displayed a significant decrease in shoot

biomass (Fig. 7a) compared with non-inoculated mutants. In

addition, infected mutants displayed often yellow and even

purple cotyledons linked to anthocyanin accumulation, a

phenotype that was only observed in inoculated mutants and

never in inoculated WT plants nor in non-inoculated B9 and

WT plants. Thus, the B9 mutant displayed a higher percent-

age of symptomatic tissues (yellow or purple cotyledons as

well as stem browning) and a higher percentage of dead

plants after 3 weeks of infection by A. euteiches (Fig. 7b) than

WT plants, and thus was more susceptible to A. euteiches.The

increased sensitivity of the B9 mutant was correlated in

general (3 out of 4 experiments) with significantly higher

levels of A. euteiches in roots of the B9 mutant compared

with WT plants as detected by ELISA (Fig. 7c) using

polyclonal antibodies raised against A. euteiches (Slezack

et al. 1999).

Thus, despite the induction of numerous defence genes, the

B9 mutant was more sensitive to A. euteiches. This was partly

reminiscent of the M. truncatula nfp mutant, which displayed

a classical defence response upon infection by A. euteiches

but, however, was more sensitive than WT (A17) plants to

this oomycete (Rey et al. 2013). Our transcriptome analyses

highlighted the repression of the MtNFP gene in the B9

mutant compared with WT plants (Supporting Information
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Table S2), suggesting that the B9 mutant could behave as a

partial knock-down nfp mutant.Transcriptome analyses (Rey

et al. 2013) had highlighted a differential expression between

nfp and WT plants of about 180 genes in non-inoculated

roots. Comparing our transcriptome of the B9 mutant versus

WT plants to the published transcriptome of the non-

inoculated nfp mutant versus non-inoculated WT plants

revealed that the profile of the B9 mutant shared some

common features with that of the nfp mutant: out of the 105

genes found to be induced in nfp versus WT roots, 91 were

found to be significantly differentially expressed in either B9

P/10 versus WT P/10 or in B9 P2 versus WT P2, and 83 of

these 91 genes (90%) were induced in one or the other of

these conditions (Supporting Information Table S4). This

included genes involved in signalling, secondary metabolism

and PR proteins. In the same line, out of the 77 genes that

were repressed in non-inoculated nfp versus WT roots, 27

were differentially expressed in either B9 P/10 versus WT

P/10 or in B9 P2 versus WT P2 comparisons, and 25 of these

27 genes were also repressed in these conditions (Supporting

Information Table S4). These genes repressed in both the nfp

and the B9 mutant compared with WT plants included in

particular the MtLYK3 LysM-RLK, which was strongly

repressed at both Pi fertilizations (log2(fold change) = –3.4).

Thus, the B9 mutant behaved in part like a nfp knock-down

mutant particularly on P/10 with a profile similar to the nfp

mutant for a subset of differentially regulated genes between

the mutant and WT plants (Supporting Information

Table S4).

DISCUSSION

The B9 mutant was initially isolated as a mutant hyper-

responsive to AM fungi when inoculated with Rhizophagus

sp. at a low Pi supply. This hypermycorrhizal phenotype was

not, however, systematically observed in subsequent experi-

ments (Fig. 1a,b) when we changed the source of our inocu-

lum and the harvest date (4 weeks versus 5 weeks

previously). In our study, we found that the hypermycorrhizal

phenotype of the mutant was more clear-cut when both WT

and mutants were grown on P2. In these conditions, root

colonization by the AM fungus was repressed in WT plants,

while in mutant root colonization proceeded, albeit at lower

levels than on P/10. This suggested a possible alteration in Pi

regulation of AM formation in the B9 mutant. Experiments

performed with the B9 mutant aimed to better characterize

the response to Pi of this mutant and confirmed that beyond

its role as a nutrient, Pi controls processes such as the regu-

lation of symbiotic interactions through transcriptome

reprogramming.

Lowered Pi status of the B9 mutant on P2

The Pi status of the NM-B9 plants was lower than that of

NM-WT on P2. In line with this possible Pi limitation

experienced by the NM-B9 mutant in Pi-replete conditions,

the Pi status marker MtPHO2 gene was expressed less in the

NM mutant compared with NM-WT plants in these nutrient

conditions. More broadly, our expression (Figs 4 & 5) and

transcriptome analyses (Fig. 6) highlighted changes in the

expression of genes of the PHR1-PHO2 Pi signalling

pathway, but not a general deregulation of all the PSI genes

Figure 7. Susceptibility of wild-type (WT) and B9 plants to
infection by Aphanomyces euteiches in vitro. (a) Shoot fresh weight
(FW) of WT and B9 mutant inoculated (white bars) or not (black
bars) with A. euteiches. (b) Sensitivity to A. euteiches as scored by
the percentage of symptomatic tissues (yellow cotyledons for
inoculated WT plants or yellow/purple cotyledons for inoculated
B9 plants, stem browning) and of dead plants of inoculated WT
and B9 plants after 3 weeks of culture (n = 16–20 plants). (c)
Quantification by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
of A. euteiches in root extracts of inoculated WT and B9 mutant.
Plants were cultivated in vitro for 3 weeks on M media and
inoculated or not with A. euteiches. Error bars indicate standard
error (n = 10–20 for shoot FW; n = 4–5 for ELISA tests) and
letters indicate significant differences (P < 0.05). Data from a
representative experiment out of four independent experiments
are shown.
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controlled by the central regulator PHR1 (Supporting Infor-

mation Table S3). The up-regulation on P2 of several pri-

miR399 transcripts, of several mature miR399 families, and

the resulting down-regulation of MtPHO2 and up-regulation

of several Pi transporter genes, as well as of the Mt4 gene all

pointed to a Pi limitation experienced by the mutant on P2.

Transcriptome studies confirmed the low Pi status of the B9

mutant on P2 and highlighted the extensive changes in

Pi-starvation-regulated genes’ expression: the response of

Medicago genes homologous to Arabidopsis genes induced

either systemically (Pi-uptake genes, lipid metabolism genes)

or locally (stress genes including peroxidases, glutathione-S-

transferases and osmotin genes) by Pi starvation (Thibaud

et al. 2010) was affected. Arabidopsis mutants displaying an

altered Pi status and response to Pi starvation have been

identified affected in numerous genes, including genes encod-

ing Pi transporters, genes involved in Pi allocation between

shoots and roots, or regulatory genes (Poirier et al. 1991;

Franco-Zorrilla et al. 2005; Shin et al. 2006; Stefanovic et al.

2007; Lin et al. 2009; Smith et al. 2010; Nagarajan et al. 2011).

Interestingly, Arabidopsis mutants affected in the AtPHT1;1

gene or in the accumulation of proteins of the PHT1 family at

the plasma membrane (like the Arabidopsis phf1 mutant)

overexpress Pi-starvation-induced genes such as At4 and

AtPHT1;1 in roots in Pi-replete conditions and display lower

shoot Pi concentrations (González et al. 2005). Yet in

Pi-limiting conditions, they show a lower induction of some

Pi-starvation-induced genes than WT plants. The reason for

this reduced Pi starvation response in the Arabidopsis pht1;1

and phf1 mutants at low Pi supply is unknown but is strongly

reminiscent of the B9 mutant, which displayed attenuated

response to Pi limitation for a subset of Pi-regulated genes on

P/10 (Fig. 6, class 4 genes), but a Pi-limited profile (Fig. 6,

class 3 genes) in Pi-replete conditions.

Specific members of the PHO1 gene family such as the

Arabidopsis AtPHO1 gene participate also in the transfer of

Pi to shoots (Poirier et al. 1991; Stefanovic et al. 2007; Secco

et al. 2010). Gene expression analyses (Fig. 4b) showed that

one of the two Medicago genes that were most closely related

to the AtPHO1 gene (MtPHO1;1, Supporting Information

Fig. S1) displayed a twofold lower expression in the B9

mutant both in P2 and P/10 nutrient conditions (Fig. 4b). The

B9 mutant shared several common traits with the null

Atpho1-2 mutant such as a strongly reduced shoot develop-

ment which could not be rescued by growth at a high Pi

supply (Poirier et al. 1991) and accumulation of high levels of

anthocyanins. However, reduced AtPHO1 expression led to

much more drastic changes in shoot Pi (three- to fourfold

lower concentration than WT) even in plants with only two-

to fourfold lower AtPHO1 expression (Rouached et al.

2011). Furthermore, though the null pho1 mutant displayed a

Pi-limited profile in leaves in Pi-sufficient conditions, very

few PSI genes were induced in these conditions in the

mutant’s roots in contrast to the Pi-limited profile of the B9

roots on P2. Thus, though some aspects of the B9 mutant

were reminiscent of those of null Atpho1 mutants, altered

expression of several MtPHO1 genes does not likely explain

the Pi limitation experienced by the B9 roots on P2.

The hypermycorrhizal phenotype of B9 could be

linked to its altered Pi status on P2

The lowered Pi status of the NM-B9 mutant on P2 could

explain its hypermycorrhizal phenotype on P2, as plant Pi

status is an important factor controlling AM symbiosis

(Nagy et al. 2009; Balzergue et al. 2011). Indeed, high Pi

suppression of AM symbiosis was shown to be epistatic to

different signals such as strigolactones, lysophospha-

tidylcholine and miR399 favouring AM symbiosis or

AM-specific gene expression (Nagy et al. 2009; Branscheid

et al. 2010; Balzergue et al. 2011). Thus, a lower plant Pi

status would favour root colonization by AM fungi by

derepression of genes involved in stimulating mycorrhizal

symbiosis. Indeed, the enhanced expression in the B9

mutant of the MtCYP711A1 gene (Mtr.46408.1.S1_at,

Mtr.42782.1.S1_s_at) homologous to the Arabidopsis

MAX1 gene involved in strigolactone synthesis indicated

possibly an enhanced strigolactone synthesis in the B9

mutant on P2. This, in addition to the enhanced root con-

centrations of the isoflavonoid coumestrol in the B9

mutant, could contribute to the increased mycorrhizal colo-

nization of this mutant (Morandi et al. 2009). In

Arabidopsis, the MAX1 gene acts as a positive regulator of

the expression of numerous genes involved in flavonoid

synthesis (Lazar & Goodman 2006). The overexpression of

the MtCYP711A1 gene in the B9 mutant could therefore

explain the enhanced expression in the B9 mutant of

chalcone synthase genes (Supporting Information Fig. S4)

and possibly the increased anthocyanin concentrations of

mutant shoots (Fig. 3a).

Altered root architecture and Pi status of the B9

mutant: what is the primary defect?

Analysis of root architecture response to Pi limitation of the

B9 mutant revealed that LR density (the number of LR per

cm of RI) did not respond to changes in Pi supply in contrast

to WT plants. This could be due to the low Pi status of the

mutant leading to a Pi-limited root architecture on both

HP and LP, and resulting in an increased expression of

Pi-limitation-induced secondary metabolism genes (Support-

ing Information Fig. S4). The stimulation of genes encoding

enzymes involved in secondary metabolism in the B9 mutant

compared with WT plants both on P2 and P/10, in particular

genes involved in isoflavonoid synthesis highlighted by

transcriptomics (Supporting Information Fig. S4) and the

accumulation of the isoflavonoid coumestrol detected by

high-performance liquid chromatography (HPLC) in mutant

roots (Morandi et al. 2009), could explain the altered root

architecture of the mutant. Indeed, flavonoids including the

flavanone naringenin and the isoflavone formononetin were

shown to inhibit auxin transport in Arabidopsis and in M.

truncatula and are correlated with defects in root elongation

(Brown et al. 2001; Laffont et al. 2010). Alternatively, it is

possible that primary defects in root growth of the B9 mutant

resulted secondarily in defects in Pi uptake and response

as described for Arabidopsis plants overexpressing the
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Pi-starvation-induced transcription factor ZAT6 (Devaiah

et al. 2007). In favour of the hypothesis that the B9 mutant is

primarily affected in root architecture, the reduced develop-

ment of the B9 mutant could not be restored by providing

even higher Pi fertilization than P2 (Morandi, unpublished

data). In addition, the S/R ratio of the NM-B9 mutant on P2

was identical to that of Pi-replete WT plants grown on P2

(Fig. 1d), despite the mutant being Pi limited (a condition

inducing a lower S/R ratio in WT plants, Fig. 1d). This could

indicate altered root growth of the mutant, independent of Pi

supply and bypassing the Pi limitation repression of S/R.

Hence, whether the B9 mutant is primarily affected in its Pi

status and secondarily in its root architecture or the reverse

remains to be determined.

Enhanced susceptibility to A. euteiches may be

linked to repression of MtNFP in the B9 mutant

Transcriptome analyses highlighted the numerous stress/

defence-related genes not regulated by Pi limitation in WT

plants which were differentially expressed between the B9

mutant and WT plants either on P2 and/or on P/10 fertili-

zation. Classical defence genes that were induced upon

interaction with pathogens were induced in the mutant in

the absence of biotic stress leading to a mutant profile

similar to WT plants 1 d after inoculation with A. euteiches.

Yet mutant plants were more susceptible to A. euteiches

than WT plants. This was reminiscent of the recent study on

M. truncatula mutant affected in the LysM-RLK MtNFP

gene (Rey et al. 2013). Transcriptome profiling of this

mutant 1 d after inoculation by A. euteiches revealed that it

shared many common classical defence-related genes with

WT plants. This mutant was, however, more susceptible to A.

euteiches than WT plants, and displayed differences in the

profile of transcription factor genes and of genes affecting

cell dynamic processes (Rey et al. 2013). MtNFP

(Mtr.15789.1.S1_at) was strongly repressed in the B9 mutant

compared with WT on P/10 (log2(fold change) = –2.9) and

somewhat less repressed on P2 (log2(fold change) = –1.7).

Thus, it is possible that the B9 mutant responded in part like

a nfp knock-down mutant, a hypothesis that is supported

by our transcriptome analyses (Supporting Information

Table S4), and as a result was more susceptible to

A. euteiches. The nfp mutants are affected in nodulation

because MtNFP is involved in early steps of Nod signalling

(Amor et al. 2003), but are not affected in mycorrhization

possibly because other LysM receptors control also the per-

ception of Myc factors (Gough & Jacquet 2013). Therefore,

it is possible that the strong repression of MtNFP and of the

LysM-RLK MtLYK3 involved in rhizobial infection caused

the nod+/− phenotype of the B9 mutant without, however,

affecting mycorrhization. Alternatively, recently cutin mono-

mers were shown to be common signalling components

favouring both mycorrhizal colonization and infection by

an oomycete (Wang et al. 2012). It is possible that the

hypermycorrhizal B9 mutant is affected in some other

common signalling process to both symbiotic and patho-

genic interactions.

Is the pleiotropic phenotype of the B9 mutant

linked to its altered Pi response?

The B9 mutant displayed an altered response to Pi and a

pleiotropic phenotype including altered root architecture, the

induction of numerous stress/defence-related genes com-

pared with WT plants, and enhanced sensitivity to pathogen

infection and reduced nodulation. One may wonder whether

all these traits are linked to its altered response to Pi. As

discussed above, the altered Pi status of the B9 mutant could

result in reduced root growth through the stimulation of

secondary metabolism. The resulting higher levels of

coumestrol present in the B9 mutant roots could impair

nodulation by Sinorhizobium meliloti as discussed previously

(Morandi et al. 2009) due to the repressive effect of this

isoflavonoid on nodulation gene activity (Zuanazzi et al.

1998). In the same way, a fraction (16%) of the stress genes of

class 5 (Fig. 6) which were not induced by Pi limitation in WT

under our conditions was differentially expressed during

stringent Pi limitation (Fig. 6, columns 1, 4, 5). This suggested

they could be induced in the B9 mutant due to its altered

response to Pi. Indeed, mutants affected in a Golgi phosphate

exporter displayed a dwarf phenotype, Pi starvation symp-

toms, as well as constitutively activated defence responses

(Hassler et al. 2012). Genetic analyses and map-based

cloning may help to better understand the different pheno-

types of the B9 mutant and their possible interconnections

and hierarchy.
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Figure S1. Maximum parsimony (MP) consensus tree of the

PHO1 family from Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula

and Oryza sativa after alignment of the amino acid sequences.

Figure S2. Sequence comparison of members from the MYB

coiled coil (MYB-CC) transcription factor family from

Arabidopsis including AtPHR1 [encoded by the At4g28610

gene (Bustos et al. 2010)] and AtPHL1 (At5g29000) with the

rice OsPHR1 and OsPHR2 proteins (Zhou et al. 2008), the

Chlamydomonas rheinhardtii CrPSR1 (Rubio et al. 2001)

and the three Medicago truncatula MYB-CC transcription

factors displaying the highest homology with AtPHR1.

Figure S3. qPCR validation of microarray data.

Figure S4. Expression profile of the genes involved in

flavonoid and isoflavonoid synthesis in the different

transcriptome experiments comparing roots of WT and B9

mutant plants cultivated on P2 or on P/10, and in the

transcriptome analysing the effect of stringent Pi limitation in

Medicago truncatula (Hogekamp et al. 2011).

Table S1. Primers used for qPCR experiments.

Table S2. Genes significantly (corrected Bonferroni

P-value < 0.05) differentially expressed (|log2(fold change)|

≥1) in at least one of the four comparisons performed in the

transcriptome experiments on roots of wild-type (WT) and

B9 mutant plants cultivated on P2 (2.6 mm Pi) or P/10

(0.13 mm Pi).

Table S3. Profile of genes homologous to Arabidopsis thaliana

Pi-starvation-induced genes regulated by AtPHR1 and differ-

entially expressed in our transcriptome experiments.

Table S4. Profile of genes significantly up-regulated (or

down-regulated) in non-inoculated nfp mutant roots com-

pared with non-inoculated WT roots (Rey et al. 2013) and

significantly differentially expressed (corrected Bonferroni

P-value < 0.05) in at least one of our comparisons.

16 H.-N. Truong et al.

© 2014 John Wiley & Sons Ltd, Plant, Cell and Environment
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 Dans cette dernière partie du manuscrit, nous rappellerons tout d’abord les grandes 

conclusions des travaux réalisés. Ces conclusions seront ensuite discutées de manière globale 

en essayant d’établir des liens entre nos deux études mais également, d’évaluer les limites de 

nos approches, tant au point de vue méthodologique que scientifique. Enfin, nous terminerons 

par les perspectives envisagées, appuyées par quelques résultats préliminaires. 

 

 

  1. Conclusions 

 

 Nos travaux ont permis de montrer l’effet de la disponibilité en azote, d’une part, sur la 

résistance de M. truncatula à A. euteiches et ce de façon dépendante du génotype, et d’autre 

part sur l’homéostasie du NO, phénomène impliqué dans la signalisation immunitaire. 

 

 

 1.1 Effet de la carence azotée sur la résistance de M. truncatula 

 

 La nutrition azotée, quantitativement et qualitativement, est connue pour moduler les 

interactions plantes/microorganismes pathogènes et ainsi augmenter ou réduire la sensibilité 

des plantes aux agressions. Nous avons pu vérifier ces effets dans notre modèle d’étude. Un 

point important de nos travaux a été alors de prendre en compte la variabilité génétique de 

l’espèce hôte, M. truncatula, en étudiant l’effet de la carence azotée sur une collection de 10 

génotypes représentatifs de l’espèce. A l’issue de nos premières investigations, qui ont permis 

de mettre en évidence une variabilité de réponse de la plante lors de l’infection en situation de 

carence, nous avons retenu quatre génotypes aux réponses contrastées. F83005.5 et SA022322 

dont la susceptibilité à A. euteiches est augmentée en carence en azote et A17 et DZA045-6 

dont la résistance est augmentée en milieu carencé en azote. Par analogie avec les études 

réalisées sur le riz (Ballini et al, 2013), l’augmentation de la sensibilité ou de la résistance a été 

appelée respectivement NØ-IS pour « NØ-induced susceptibility » et NØ-IR pour « NØ-

induced resistance ». La limitation de l’étude à quatre génotypes nous a permis de réaliser des 

analyses morphologiques, biochimiques et moléculaires plus complexes et ainsi de tester 

plusieurs hypothèses pour expliquer cette modulation différente de la résistance de ces 

génotypes par l’azote.  
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 Une première hypothèse était que ces deux groupes de génotypes (NØ-IS et NØ-IR) 

pouvaient percevoir la carence azotée différemment et que les réponses de défense des individus 

les plus affectés par la carence en azote étaient induites par ce stress nutritionnel. L’analyse des 

transcrits de gènes impliqués dans le métabolisme azoté et les analyses de la biomasse et des 

concentrations en azote total des parties aériennes ne permettent pas de distinguer clairement 

les deux groupes de génotypes (NØ-IS et NØ-IR) entre eux sur la base de leur réponse à la 

carence azotée. Ainsi, ces résultats ne valident pas cette première hypothèse. Cependant, les 

analyses moléculaires et celles des teneurs en acides aminés (voir plus loin) ont mis en évidence 

la réponse altérée au nitrate et à la carence azotée du génotype DZA045-6. 

 

 Une seconde hypothèse était que les réponses de défenses (évaluées par l’analyse de 

l’activation de l’expression de gènes candidats) pouvaient être modulées de façon différentielle 

en milieu NØ entre les deux groupes de génotypes. En milieu complet, les gènes du 

métabolisme secondaire et de défense tels que PAL1, PAL2, COMT1, CCNBS, LOX et PR10 

sont, pour la plupart, plus exprimés chez les génotypes plus résistants et montrant une NØ-IR. 

Cependant, en milieu NØ, alors que la susceptibilité des génotypes NØ-IS augmente, 

l’expression de ces gènes augmente et donc n’est plus corrélée à la résistance. Ce n’est donc 

pas l’expression différentielle de ces gènes entre les deux groupes qui expliquerait l’effet de la 

carence azotée sur la résistance. 

 

 La modulation de la résistance en milieu NØ semble donc liée à une interaction fine 

entre la capacité de la plante à mobiliser l’azote et les réponses de défense. Les résultats dans 

la littérature nous ont conduits à étudier si la modulation de la résistance en milieu NØ pouvait 

être corrélée avec les teneurs en acides aminés. Ces analyses ont confirmé que le génotype 

DZA045-6 reste, lui, très différent des autres génotypes par la faible modulation par la carence 

azotée des teneurs racinaires en acides aminés mineurs. La glutamine (Gln) a retenu notre 

attention parmi les différents acides aminés. En effet, en présence de l’agent pathogène, en 

milieu complet ou carencé en azote, les concentrations de cet acide aminé augmentent chez les 

génotypes les plus sensibles et NØ-IS et sont significativement supérieurs à ceux des génotypes 

les plus résistants et NØ-IR. La teneur en Gln dans les racines inoculées permet ainsi de 

discriminer les deux groupes NØ-IS et NØ-IR. Nous avons ainsi mis en évidence une 

corrélation entre des teneurs élevées en Gln dans les racines inoculées et une susceptibilité plus 

importante à A. euteiches. L’analyse de la modification du taux de Gln pourrait donc être un 

élément important pour comprendre le phénomène de résistance à A. euteiches mais également 
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les effets de la carence azotée sur la résistance. De plus, ces résultats sont confortés par deux 

autres expériences. Premièrement, l’addition de Gln dans un milieu NØ rend le génotype A17, 

considéré comme tolérant, plus sensible que sur milieu NØ seul et sur milieu complet. 

Deuxièmement la protection du génotype F83005.5 induite par le BABA est corrélée à une 

baisse des teneurs en Gln des racines inoculées et est partiellement annulée par la Gln. Cette 

réversion de la protection du BABA par la Gln chez les génotypes sensibles pourrait être le 

même phénomène que l’augmentation de la sensibilité du génotype résistant A17 en présence 

de Gln. En effet, le BABA induit une réponse morphogénétique liée au stress (SIMR, stress-

induced morphogenic response) (Wu et al, 2010) et la carence azotée entraîne également un 

stress (cf Chapitre I 1.4 b). Nous avons alors regardé si le BABA avait le même effet que la 

carence azotée sur les teneurs en acides aminés, autres que la Gln. La comparaison des 

différentes concentrations en acides aminés chez le génotype F83005.5 en présence de BABA 

et chez le génotype A17 en milieu NØ ne montre aucune corrélation entre ces deux conditions. 

Ainsi, l’analyse des acides aminés ne permet pas d’affirmer que la réversion de la protection du 

BABA par la Gln correspond au même phénomène que l’augmentation de la sensibilité du 

génotype A17 en présence de Gln. 

 

 Pour des problèmes pratiques, en vue de nombre d’échantillons à traiter (4 génotypes, 4 

conditions, répétitions biologiques), les différentes analyses ont seulement été réalisées à un 

temps fixe (généralement 10 dpi). Ceci pourrait ne pas être optimal pour détecter des réponses 

différentielles des génotypes à la carence azotée et à l’infection. Pour la poursuite des travaux, 

une cinétique pourra être réalisée (3-6-10 dpi).  

 

 

 1.2 Effet de la carence azotée sur la signalisation immunitaire régulée par 

le NO 

 

 L’effet de la carence azotée a également été observé sur des évènements impliqués dans 

la signalisation immunitaire chez le génotype A17. Cette carence module en effet les niveaux 

de ROS et l’homéostasie du NO dont nous avons démontré l’importance grâce aux expériences 

sur les racines transformées. Effectivement, la carence entraîne une baisse des niveaux d’H2O2 

et de NO et une augmentation de ONOO- et de SNO. Par ailleurs, l’homéostasie du NO affecte 

la résistance à A. euteiches et ce de façon différente selon que l’on module le NO ou le GSNO 
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et donc indirectement les SNO. En effet, les racines mutantes nia1/nia2, et surexprimant Hmp 

dont les niveaux de NO sont diminués (non démontré dans cette étude pour les mutants Hmp), 

deviennent plus sensibles à A. euteiches alors que celles surexprimant la GSNOR, dont les 

niveaux de SNO sont augmentés, montrent une résistance accrue contre l’agent pathogène. Ces 

résultats confirment le rôle non redondant du NO et du SNO dans l’immunité des plantes (Yun 

et al, 2016).  

 

 Nous avons identifié deux limites potentielles à nos approches. D’une part, il serait 

intéressant de confirmer ces résultats par une autre méthode de dosage des ROS et RNS. En 

effet, l’analyse de la variation des niveaux de ROS et RNS par des sondes fluorescentes nous 

ont paru assez délicats. En effet, ils ont demandé de très nombreuses répétitions afin de bien 

standardiser le protocole et maîtriser la variabilité des mesures; cette variabilité pouvant être 

liée entre autre à un problème de stabilité des molécules à doser, de spécificité des sondes 

(Planchet et al, 2005) ou due aux limites de détection des méthodes de mesure. Il faut noter 

d’autre part, que si le système de transformation utilisé présente l’avantage d’être rapide à 

mettre en œuvre (ne nécessite pas d’obtenir des transformations de plantes stables), son 

utilisation peut être discutée. En effet, dans ce système les racines sont dépourvues de partie 

aérienne ce qui nous éloigne des conditions physiologiques de la plante et limite leur champ 

d’utilisation (symbiose, mesure des flux de nutriments…). 

 

 

 1.3 Lien entre résistance et signalisation immunitaire au cours de la 

modulation de la résistance par la carence azotée 

 

 Dans cette partie, nous proposons de confronter les résultats obtenus entre les deux 

publications. 

 Nous avons tout d’abord comparé les situations où la résistance des plantes était 

modifiée, soit liée à une modification de la disponibilité en azote soit à une modification 

génétique (racines transformées).  

 

 Nous avons établi que des racines transformées, qui surexpriment la GSNOR et dont 

l’activité GSNOR et les niveaux de SNO sont plus élevés, deviennent plus résistantes à A. 

euteiches. De manière intéressante, nous avons montré que le génotype A17, qui devient plus 
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résistant sur milieu carencé en azote, montre également une augmentation de l’activité GSNOR 

et des niveaux de SNO en milieu NØ. La GSNOR et les SNO sembleraient donc jouer un rôle 

dans l’augmentation de la résistance de A17 en milieu NØ. Il faut noter, cependant, un résultat 

plutôt inattendu, à savoir que des racines surexprimant le gène codant pour la GSNOR ont 

révélé des niveaux de SNO plus élevés. En effet, même si une étude chez le pois avait montré 

une corrélation positive entre niveaux de SNO et activité GSNOR (Corpas et al, 2008), dans la 

majorité des modèles étudiés, une corrélation négative est décrite: l’augmentation de l’activité 

GSNOR diminue le pool de GSNO et donc indirectement celui de SNO (Feechan et al, 2005; 

Rustérucci et al, 2007; Yun et al, 2011). Nos résultats indiqueraient que les niveaux de SNO ne 

sont pas uniquement contrôlés par l’activité GSNOR, mais aussi par une autre voie comme le 

système thiorédoxine/thiorédoxine réductase NADPH-dépendante (Kneeshaw et al, 2014; 

Correa-Aragunde et al, 2015).    

 

 A l’inverse, nous avons aussi montré que les racines transformées nia1/nia2 deviennent 

plus sensibles à A. euteiches. L’hypothèse suggérée pour expliquer les résultats obtenus grâce 

à  ce double mutant nia1/nia2 serait que la faible activité NR entraînerait une baisse de la 

production de NO qui ne permettrait pas à la plante d’induire ses réponses de défense de 

manière optimale et rendrait ainsi le mutant plus sensible à l’agent pathogène comme cela a 

déjà été observé dans d’autres pathosystèmes (Modolo et al, 2005, 2006, Rasul et al. 2012). Un 

effet direct d’une perturbation de l’activité NR (réduction des nitrates en nitrites) et donc du 

métabolisme azoté sur la résistance doit également être pris en compte. Il semble alors 

intéressant de mettre en relation les données obtenues pour le double mutant nia1/nia2 et le 

génotype A17 cultivé en milieu NØ. En effet, ce dernier devient plus résistant en milieu NØ. 

Si l’on considère qu’un mutant affecté dans les gènes codant pour la NR assimile peu de nitrate, 

il pourrait de ce fait ressembler à une plante carencée en azote. Cependant, A17 voit également 

ses niveaux de NO diminuer en milieu NØ sans toutefois devenir plus sensible à A. euteiches. 

La différence de résistance entre nia1/nia2 et A17 pourrait alors s’expliquer par rapport au NO3
-

. Effectivement, A17 en milieu NØ est dépourvu de nitrate alors que le double mutant est cultivé 

sur un milieu en présence de nitrate et l’accumule. Le nitrate pourrait donc justifier la différence 

de résistance entre nia1/nia2 et A17. Dans ce cas, l’hypothèse ici serait que le nitrate jouerait 

un rôle en tant que molécule signal dans l’immunité de M. truncatula plutôt que par sa 

métabolisation. Par exemple, le nitrate en tant que signal réprime le métabolisme secondaire et 

pourrait affecter ainsi les réponses de défense des plantes (Fritz et al, 2006). Cette hypothèse 
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est confortée par le fait que le génotype DZA045-6, dont la réponse au nitrate est altérée, est le 

génotype le plus résistant des quatre génotypes sélectionnés. 

 

 Enfin, nous avons montré que les racines transformées surexprimant le gène codant pour 

Hmp deviennent plus sensibles à A. euteiches. Les hémoglobines métabolisent le NO en nitrate. 

Une hypothèse alors émise était que la surexpression de Hmp pouvait diminuer les 

concentrations en NO et donc expliquer l’augmentation de la sensibilité chez ces plantes 

transformées comme chez le double mutant nia1/nia2. Nous n’avons cependant pas réussi à 

doser le NO dans les racines transformées Hmp. Cependant, l’augmentation de sensibilité chez 

les racines surexprimant Hmp ne peut être expliquée par le nitrate. Les dosages du contenu en 

nitrate ne montrent pas de différence entre les racines contrôles et celles surexprimant Hmp. 

Ainsi, dans le cas des racines surexprimant Hmp, la perturbation de l’homéostasie du NO serait 

vraisemblablement à l’origine de la baisse de résistance observée comme ce qui a été analysé 

chez les plantes d’A. thaliana surexprimant le gène GLB1 codant pour une hémoglobine non 

symbiotique (Mur et al, 2012). 

 Enfin, les racines transformées surexprimant Hmp ou GSNOR sont affectées de manière 

opposée dans leur résistance à A. euteiches. Ceci pourrait s’expliquer par la spécificité de leur 

rôle dans l’homéostasie du NO. En effet, les hémoglobines piègent directement le NO et 

produisent du nitrate alors que le premier effet de la GSNOR est la régulation des contenus en 

GSNO. L’ensemble des résultats obtenus indiquerait un rôle spécifique des nitrates, NO et 

GSNO dans l’immunité. 

 

 

  2. Perspectives 
 

 Nos différentes investigations (analyses de la production de métabolites secondaires, de 

l’expression de gènes candidats liés aux réponses de défense ou au métabolisme azoté, ou 

encore de la modification des teneurs en acides aminés) ne nous ont pas permis de mettre 

clairement en évidence les mécanismes moléculaires pouvant expliquer la modulation, 

génotype dépendante, de la résistance en condition de carence azotée. 

Plusieurs perspectives seraient alors envisageables pour identifier les bases moléculaires 

de ce phénomène. 
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Figure CP.1: Mesure des teneurs en H2O2 1h après inoculation des racines des génotypes A17 

et F83005.5 de M. truncatula par les zoospores d’A. euteiches 

Les résultats semblent indiquer (i) une production d’HβOβ pour le génotype A17 en milieu complet 

mais pas pour le génotype F8γ005.5 et (ii) des niveaux de base plus faibles en milieu NØ pour les 

deux génotypes mais seulement de manière significative pour le génotype A17. 

Le graphique présenté correspond à une expérience représentative de γ expériences indépendantes. 

Les barres d’erreur correspondent à l’erreur standard (n = 4) et les lettres indiquent les différences 

significatives (ANOVA suivie d’un test de Fisher p < 0,05). 
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 2.1 Poursuivre la piste des RNS et de leur homéostasie 

 

  a. Intégrer la dimension « variabilité génotypique »  

  Pour conforter l’hypothèse que l’augmentation d’activité GSNOR et des niveaux de 

SNO jouent un rôle important dans l’augmentation de résistance de A17 en milieu NØ, il serait 

intéressant de tester si, dans les génotypes NØ-IS, la carence en azote n’induit pas au contraire 

une baisse d’activité GSNOR et des niveaux de SNO qui pourrait expliquer leur sensibilité 

accrue dans ces conditions (en comparaison avec les génotypes NØ-IR). Des premières 

expériences ont été entreprises mais la détection des SNO est délicate et les très faibles 

variations de concentration entre génotypes rendent l’interprétation des résultats difficile. La 

méthode de Saville-Griess, utilisée pour nos expériences, est basée sur la détection d’ions 

nitrites. Cette méthode peut être contestée par le fait qu’en système biologique, il y a nettement 

plus de nitrites que de SNO (Diers et al, 2014), ce qui fait que les niveaux de SNO sont proches 

de la limite de détection avec cette méthode. D’autres méthodes plus sensibles de détection du 

SNO pourraient être envisagées comme par exemple l’utilisation de sonde fluorescente (Alexa 

fluor 488 Hg-link phenylmercury) (Valderrama et al, 2007) ou la méthode de Photolyse-

chemiluminescence (Mannick et al, 1999). 

 

  b. Mesure des ROS et RNS sur des temps courts d’infection 

 Les dosages des ROS et des RNS publiés dans Thalineau et al, (2016) ont été réalisés à 

7 jours après infection. La production de ces molécules est, cependant, considérée comme un 

événement moléculaire précoce de défense et dont les concentrations évoluent au cours du 

temps. En effet, Djébali et al, (2011) ont montré une diminution rapide d’H2O2 chez le génotype 

A17 après infection par A. euteiches alors que cette diminution est observée seulement au bout 

de 3 jours chez F83005.5. Une analyse cinétique de la réponse à A. euteiches sur des temps très 

courts des niveaux de ces molécules nous paraît alors intéressante.  

 Une première étude de la production d’H2O2 a été réalisée durant la phase précoce de 

réponse de défense. Pour cela, les plantes des génotypes A17 (NØ-IR) et F83005.5 (NØ-IS) ont 

été cultivées pendant une semaine en milieu complet ou NØ. Ces plantes ont été élicitées par 

des zoospores d’A. euteiches et une mesure de la production de ROS a été réalisée au bout d’une 

heure. Les résultats obtenus (Figure CP.1) pour le génotype A17 ressemblent à ceux observés 

à 7 jours d’infection dans l’article (Thalineau et al, 2016) et montrent de plus qu’il pourrait y 

avoir un effet génotypique dans la signalisation. En milieu complet, la différence de production  
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Figure CP.2: Cinétique d’activation des MAPKs dans les racines des génotypes A17 et F83005.5 

en réponse à la carence en nitrate et à A. euteiches 

Les résultats montrent la présence de deux bandes à environ 45 et 49 kDa, qui pourraient correspondre 

respectivement aux orthologues des MPKγ et MPK6 chez A. thaliana . Chez le génotype A17, la carence 

en nitrate semble induire l’activation de MPK6 entre γ0 min et 1 h. La présence d’A. euteiches induit 

l’activation des MAPKs durant toute la durée de l’expérience pour le génotype A17 et quel que soit le 

milieu nutritif. Un pic d’intensité est cependant observé en fonction du temps. En milieu complet, le pic 

se situe à 1 h après inoculation et, en milieu NØ, à partir de γ0 min après inoculation. Chez le génotype 

F8γ005.5, une activation des MAPKs est observée en milieu complet en présence d’A. euteiches. En 

milieu NØ, l’activation est observée à γ0 min en présence d’A. euteiches et semble diminuer 

progressivement au cours de l’expérience. Ces résultats montrent l’activation des MAPKs en milieu 

complet quel que soit le génotype. L’activation des MAPKs par A. euteiches en milieu NØ est seulement 

observée chez A17.  

L’expérience présentée a été réalisée sur le génotype tolérant (A17) et sur le génotype sensible 

(F8γ005.5) cultivés pendant 1 semaine en milieux complet ou carencé en nitrate (NØ) et en présence (+) 

ou en absence (-) d’A. euteiches. L’expérience correspond à une expérience représentative de trois 

expériences indépendantes (n = 8). Pour le génotype A17, la coloration au Bleu de Coomassie est 

présentée en-dessous des signaux issus d’immunodétection, comme témoin de charge des gels. 
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de ROS en présence de l’agent pathogène pourrait expliquer la différence de résistance entre 

les deux génotypes, avec une production plus importante de ROS dans le génotype le plus 

résistant (A17). En carence azotée, les niveaux de ROS en présence d’A. euteiches ne sont plus 

corrélés à l’augmentation de résistance de A17 et la baisse de celle de F83005.5. Il reste ainsi à 

mieux comprendre les liens entre les niveaux d’H2O2 et la résistance à A. euteiches. 

 

  c. Etudier les modifications post-traductionnelles induites par le NO 

L’analyse de profils de protéines modifiées post-traductionnellement par le NO pourrait 

être utilisée afin d’identifier ces cibles et ainsi de mieux comprendre son rôle dans la 

signalisation. Cette analyse nous paraît d’autant plus pertinente dans la mesure où la détection 

du NO est difficile. L’étude de la tyrosine-nitration et de la S-nitrosylation comme MPT de 

protéines racinaires est envisagée dans des conditions de culture des plantes en milieu complet 

ou carencé en azote qui modulent les teneurs en NO, SNO et ONOO- (Thalineau et al, 2016). 

Si la présence de protéines S-nitrosylées et/ou tyrosine-nitrées est confirmée, celles-ci pourront 

être identifiées par une immunoprécipitation et par des analyses en spectrométrie de masse. 

L’analyse qualitative des protéines pouvant être S-nitrosylées et/ou tyrosine-nitrées permettrait 

d’approfondir la modulation de la résistance par le NO. 

 

  d. Etudier le rôle des MAPKs en lien avec NO 

 En raison de son impact majeur dans les réponses aux stress, la voie des MAPKs pourrait 

également être une piste à étudier. En effet, l’activation des MAPKs par phosphorylation est un 

événement classique des réponses précoces des plantes en condition de stress biotique (Garcia-

Brugger et al, 2006). De plus, il a été montré que le traitement de feuilles ou de suspensions 

cellulaires par du NO entraîne l’induction de la MAPK SIPK ((SA)-induced protein kinase) 

(Kumar & Klessig, 2000; Besson-Bard et al, 2008a). Les MAPKs sont connues pour être 

également importantes dans la réponse nutritionnelle. Par exemple, les MPK3 et 6 sont activées 

lors d’une carence en Pi (Lei et al, 2014). Wang et al, (2010) ont montré que la production 

d’H2O2 entraîne une phosphorylation de nia2 par MPK6 conduisant à une augmentation de 

l’activité NR et ainsi à une production de NO. En raison de son impact majeur dans les réponses 

au stress, et de son lien avec la signalisation NO, la voie des MAPKs nous semble également 

importante à regarder. 

 Une analyse préliminaire de l’activation des MAPKs a été réalisée à partir des plantes 

A17 et F83005.5 cultivées pendant une semaine en milieu complet ou NØ et inoculées par A. 

euteiches. Nos premiers résultats (Figure CP.2) indiquent que les MAPKs semblent être un 
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élément intéressant à prendre en compte dans la modulation de la résistance par l’azote. Les 

liens entre les productions de ROS et RNS et l’activation des MAPK pourront être étudiés en 

utilisant des inhibiteurs de synthèse ou des donneurs de ces molécules et également en utilisant 

les mutants dont l’homéostasie du NO est perturbée (racines transformées). 

 

 

 β.β. Poursuivre l’étude du rôle de la glutamine 

 

  a. Etendre les dosages de la glutamine et des acides aminés à d’autres génotypes 

 Nous pourrions doser les teneurs en Gln et autres acides aminés dans les racines 

inoculées des 10 génotypes dont nous avons étudié la modulation de la résistance par la carence 

azotée. Dans cette collection de génotypes, certains sont plus résistants en milieu complet que 

A17 (NØ-IR) tout en présentant un comportement NØ-IS (par exemple R108) et d’autres sont 

plus sensibles (DZA315-16) tout en étant plus résistants en milieu NØ que A17. Il est donc 

possible de dissocier la résistance en milieu NØ (NØ-IS et NØ-IR) de celle sur milieu complet. 

Si les teneurs en Gln des racines inoculées sont corrélées aux niveaux de résistance sur milieu 

complet et sont modifiées en milieu NØ en fonction de la résistance, cela permettrait d’affirmer 

que cet acide aminé permet de distinguer les lignées NØ-IS et NØ-IR. 

 

  b. Etudier les liens glutamine et statut redox 

 La Gln pourrait avoir une influence sur le statut redox des plantes sensibles. En effet, 

Liu et al, (2010) ont montré que la Gln jouait un rôle inhibiteur sur l’accumulation d’H2O2 dans 

les feuilles infectées et pourrait ainsi rendre les plantes plus sensibles aux agents pathogènes. 

L’originalité de notre étude est que les acides aminés ont été dosés dans les racines de la plante 

et ceci laisse supposer que cet effet de la Gln pourrait être étendu à la régulation du statut redox 

racinaire. L’étude du statut redox (dosages d’H2O2 et de GSH, mesures d’activités des enzymes 

antioxydantes) nous semble intéressante à poursuivre d’autant plus que l’analyse préliminaire 

des ROS chez F83005.5 (Figure CP.1) ne montre pas de production d’H2O2 en réponse précoce 

à A. euteiches contrairement au génotype A17 en milieu complet.  
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NØ Milieu complet 
 A17                  F83  A17                  F83 

 -           +          -            + 

42 kDa 
39 kDa 

39 kDa 

A

B 42 kDa 

 -           +          -            + 

Figure CP.3: Tyrosine nitration de la glutamine synthétase 

(A) Détection des deux isoformes de la glutamine synthétase par Western blot ciblé contre les deux 

isoformes de la GS. L’expérience présentée a été réalisée sur les deux génotypes A17 et F8γ005.5 

cultivés pendant une semaine en milieu complet ou carencé en nitrate (NØ) et en présence (+) ou 

en absence (-) d’A. euteiches. Le signal obtenu à γ9 kDa correspond à l’isoforme cytoplasmique 

GS1 et la bande à 4β kDa correspond à l’isoforme plastidique GSβ. (B) Détection de la GS grâce 

à un anticorps ciblé contre les tyrosine-nitrées. 
Expériences réalisées par A. Berger 
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  c. Etudier le rôle et la régulation de la glutamine synthétase 

 La Gln pourrait être un acide aminé préférentiellement utilisé par A. euteiches. 

Effectivement, cet acide aminé peut servir de source azotée pour A. euteiches (Lumsden et al, 

1970) et est une source préférentielle d’azote pour de nombreux champignons (Tudzynski, 

2014). Cet agent pathogène pourrait manipuler le métabolisme de la plante (biosynthèse de Gln) 

pour favoriser son développement comme cela a été décrit pour d’autres agents pathogènes 

(Seifi et al, 2014).  

 L’analyse de transcrits de glutamine synthétase a montré que l’expression de MtGS1a 

et MtGS1b était augmentée au cours de l’infection en milieu complet chez les génotypes NØ-

IS seulement (cf Chapitre I Figure 5B article) et en milieu NØ chez le génotype NØ-IS 

F83005.5 mais pas chez SA022322. Cette augmentation des niveaux de transcrits de gènes 

codant pour des GS1 a déjà été constatée dans d’autres pathosystèmes (Tavernier et al, 2007) 

et est corrélée à une augmentation des teneurs en Gln liée à l’activation de la remobilisation de 

l’azote comme réponse de défense de la plante infectée. Il serait alors intéressant de tester le 

niveau d’expression des GS dans les racines à différents temps après inoculation et d’analyser 

si ces expressions sont corrélées au développement de l’agent pathogène et à l’expression de 

certains effecteurs ainsi qu’aux niveaux de Gln racinaires. Ceci permettrait de mieux 

appréhender les liens entre Gln et pathogénicité d’A. euteiches. 

 

 Sachant que les GS peuvent être régulées post-traductionnellement, il serait intéressant 

d’étudier les MPT des GS dans des conditions où les teneurs en Gln dans les racines inoculées 

augmentent sans qu’il n’y ait augmentation de l’expression des GS1a et GS1b. En effet, nous 

avons observé que le niveau de ONOO- augmente en milieu NØ chez A17. Le ONOO- peut 

induire une MPT appelée tyrosine nitration, pouvant conduire à l’inactivation de protéines 

cibles du métabolisme azoté, telle que la GS1a (Melo et al, 2011). L’inactivation de cette GS 

par tyrosine nitration aboutirait à l’augmentation de la concentration en glutamate et en GSH 

(dont le glutamate est précurseur) et ainsi modulerait les capacités antioxydantes dans les 

nodosités lors de la mise en place de la symbiose. Une analyse préliminaire de la régulation de 

la GS a été réalisée chez les génotypes A17 et F83005.5 en milieu complet ou NØ infectés ou 

non par l’agent pathogène. Une diminution de la teneur en GS2 suite à la carence azotée est 

observée chez les deux génotypes (Figure CP.3A). Une première expérience a révélé que la 

GS2 était tyrosine-nitrée dans toutes les conditions alors que les GS1 semblent seulement l’être 

chez le génotype F8γ005.5 en absence d’A. euteiches (Figure CP.3B). Ces résultats, qui restent 
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à confirmer, indiqueraient que les MPT des GS sont dépendantes du génotype de la plante mais 

les liens entre ces MPT et l’accumulation de la Gln doivent être clarifiés. 

 L’analyse de phosphorylation de protéines, autre MPT, nous semble également être une 

piste à étudier. Effectivement, chez le colza, la GS1, active dans les feuilles sénescentes, peut 

être phosphorylée par des protéines kinases et phosphatases. Cette phosphorylation permet à la 

GS d’interagir avec les protéines 14-3-3, augmentant ainsi son activité (Finnemann & 

Schjoerring, 2000). Nous pourrions alors nous intéresser à cette MPT et également à 

l’interaction avec les protéines 14-3-3. 

 

 

  2.3. Développer une approche plus globale et intégrée  

 

 Contrairement aux approches ciblées mises en œuvre dans cette thèse (étude du niveau 

d’expression de gènes candidats, de l’accumulation de composés phénoliques solubles des 

différents acides aminés), il conviendrait d’aborder cette étude par des approches plus globales.  

 

 La génétique d’association (GWAS, genome wide association study) est une 

méthodologie relativement récente qui permet d’accéder aux régions génomiques contrôlant 

ces caractères complexes mais à des échelles plus fines puisqu’elle permettrait d’identifier des 

gènes candidats ou les régions régulatrices potentiellement importants pour l’adaptation des 

plantes au stress azoté et pour leur résistance à A. euteiches, ainsi que les liens entre ces deux 

traits d’importance agronomique. Le génome d’environ β00 lignées différentes de M. 

truncatula est aujourd’hui séquencé ce qui rendrait cette méthode utilisable dans notre étude 

(Bonhomme et al, 2014). Cependant, cette méthode nécessite un phénotypage précis de près de 

200 lignées dans 4 conditions (plantes cultivées sur milieu complet ou carencé et en présence 

d’A. euteiches) et au moins 2 expériences indépendantes soit environ 30 000 plantes. Une 

robotisation de ce phénotypage, par la plateforme de phénotypage à haut débit, est actuellement 

testée.  

 

 Une approche par analyse transcriptomique/métabolomique permettrait de nous 

renseigner sur  les voies métaboliques dérégulées dans nos conditions expérimentales. Par 

exemple, nous pourrions comparer le transcriptome/métabolome des racines du génotype NØ-

IS F8γ005.5 cultivé sur milieu complet ou NØ en présence ou non d’A. euteiches avec celui des 
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racines du génotype NØ-IR A17 cultivé dans les mêmes conditions. Il pourrait être aussi 

intéressant de comparer le transcriptome/métabolome du génotype F83005.5 cultivé en 

présence de BABA avec celui du génotype A17 en milieu NØ en présence ou non de l’agent 

pathogène afin de voir s’il existe des gènes dont l’expression est corrélée dans ces différents 

traitements. L’inconvénient de ces analyses est qu’elles risquent de mettre en évidence de 

nombreux gènes/voies métaboliques différentiellement régulés entre ces génotypes (A17 et 

F83005.5).  Nous nous focaliserons de préférence sur les gènes et voies connues pour jouer un 

rôle important dans les réponses de défense liées au stress redox ou à la remobilisation de l’azote 

et dont l’expression différentielle entre les deux lignées est fortement marquée. Un premier tri 

des gènes candidats pourra être fait sur la base de leur expression différentielle étendue aux 

autres lignées NØ-IS SA022322 et NØ-IR DZA045-6. 

 

 Le rôle de gènes nouvellement identifiés pourra alors être étudié dans un premier temps 

par l’utilisation de racines transformées. Il serait également intéressant de travailler ensuite avec 

des plantes composites, des mutants tilling (Le Signor et al, 2009) ou Tnt1, d’autant plus qu’une 

collection de ces mutants est disponible (http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php). 

 

 

 2.4 Etudier l’impact de la carence azotée sur la résistance à A. euteiches en 

conditions « naturelles » 

 

 Les différentes expériences de la thèse ont été réalisées in vitro. Cependant, dans leur 

environnement naturel, les plantes sont en contact avec différents microorganismes. Parmi ces 

microorganismes, on retrouve des bactéries (symbiotiques ou libres) qui peuvent améliorer la 

nutrition azotée de la plante par fixation de l’azote atmosphérique. Il serait donc intéressant 

d’étudier si ces microorganismes bénéfiques peuvent impacter la résistance de la plante par leur 

contribution à la nutrition azotée. L’utilisation de bactéries fixatrices d’azote, symbiotiques 

(Rhizobium) et libres (Azotobacter et Azospirillum) en même temps que l’infection permettra 

de mettre en évidence si la disponibilité en azote par fixation joue un rôle sur la résistance et si 

les effets bénéfiques des microorganismes fixateurs d’azote peuvent être expliqués par leur effet 

sur la nutrition des plantes.  

 

http://bioinfo4.noble.org/mutant/database.php


Conclusions & Perspectives 

 
218 

 La réponse à toutes ces questions permettrait de générer des connaissances concernant 

les relations entre nutrition azotée, microorganismes bénéfiques et immunité des plantes. Des 

génotypes résistants en condition de nutrition azotée optimisée pourront être identifiés et des 

stratégies d’amélioration de la résistance en agissant sur les sources d’azote et la gestion de 

microorganismes bénéfiques pourront être proposées, ce qui participerait à la réduction des 

intrants.
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Activités scientifiques 
 

 Publications 

 
 E. Thalineau, HN. Truong, A. Berger, C. Fournier, A. Boscari, D. Wendehenne and S. 

Jeandroz. Cross-regulation between N metabolism and nitric oxide (NO) signaling 

during plant immunity. Frontiers in Plant Science (2016) 

 

 HN. Truong, E. Thalineau, L. Bonneau, C. Fournier, S. Potin, S. Balzergue, D. van 

Tuinen, S. Jeandroz & D. Morandi. The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 

mutant displays an altered response to phosphate and is more susceptible to 

Aphanomyces euteiches. Plant, Cell and Environment (2015) 

 
 

 Communications orales 

 

1. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effets de la nutrition 

azotée et du génotype de la plante sur la résistance de Medicago truncatula à 

Aphanomyces euteiches, 1ères rencontres francophones des légumineuses, 31 Mai – 1er 

Juin 2016, Dijon  

 

2. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effets de la nutrition 

et du génotype de la plante sur la résistance de Medicago truncatula à Aphanomyces 

euteiches. Journée des doctorants, Mars 2016, Dijon 

 

3. Thalineau E. Interaction between Medicago truncatula and the pathogenic oomycete 

Aphanomyces euteiches: effects of nitrogen nutrition and plant genotype. 7èmes 

journées des doctorants Santé des Plantes et Environnement, 1 – 3 Juillet 2015, Rennes  

 

4. Thalineau E., Fournier C., Wendehenne D., Truong HN. et  Jeandroz S. Interaction 

between Medicago truncatula and the pathogenic oomycete Aphanomyces euteiches: 

effects of nitrogen nutrition and plant genotype. International Symposium on Plant 

Signaling and Behavior, 29 – 30 Juin 2015, Paris  
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5. Thalineau E. Interaction between Medicago truncatula and the pathogenic oomycete 

Aphanomyces euteiches: effects of nitrogen nutrition and plant genotype. Forum des 

jeunes chercheurs, 18 – 19 Juin 2015, Dijon  

 

 

 Communications affichées 

 

1. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effects of nitrogen 

nutrition and plant genotype on Medicago truncatula resistance against Aphanomyces 

euteiches. Natural Products and Biocontrol, 21-23 Septembre 2016, Perpignan 

 

2. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effects of nitrogen 

nutrition and plant genotype on Medicago truncatula resistance against Aphanomyces 

euteiches. EMBO conference: The nitrogen nutrition of plants, 22-26 Août 2016, 

Montpellier 

 

3. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Truong HN, Jeandroz S. Effects of plant 

nutrition and genotype on Medicago truncatula defense responses against Aphanomyces 

euteiches. The second Adam Kondorosi Symposium, 11-12 Décembre 2014, Gif sur 

Yvette  

 

4. Truong HN, Thalineau E, Bonneau L, Fournier C, Potin S, Balzergue S, van Tuinen D, 

Jeandroz S,  Morandi D. The Medicago truncatula hypermycorrhizal B9 mutant 

displays an altered response to phosphate and is more susceptible to Aphanomyces 

euteiches. The second Adam Kondorosi Symposium, 11-12 Décembre 2014, Gif sur 

Yvette  

 
5. Thalineau E, Fournier C, Wendehenne D, Jeandroz S, Truong-Cellier HN. Effects of 

plant nutrition and plant genotype on defense responses in Medicago truncatula. Forum 

des jeunes chercheurs, 23-24 Juin 2014, Besançon  

 
6. Thalineau Elise. Effet de la nutrition et du génotype sur les réponses de défense chez 

Medicago truncatula. Journée des Doctorants, 24 Mars 2014, Dijon  
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 Enseignements 

 

3ème année de thèse: 64 h d’enseignements en biologie végétale (L1) 

 Travaux pratiques: 

- La structure primaire de la tige, de la feuille et de la racine des Angiospermes 

- La structure secondaire des Angiospermes et des Gymnospermes 

- Le développement du fruit 

 

2ème année de thèse: 64 h d’enseignements en biologie cellulaire (L1). 

 Travaux dirigés:  

- Le cycle cellulaire  

- Les virus 

 Travaux pratiques: 

- Noyau interphasique et division cellulaire chez les Eucaryotes  

- Méiose  

- Echanges d'eau et de substances dissoutes: diffusion et osmose 

 

1ère année de thèse: γβ h d’enseignements en biochimie (L1) 

 Travaux pratiques: 

- Les acides aminés: analyse par électrophorèse et par chromatographie de partage sur 

couche mince 

- Les acides nucléiques: purification de plasmide et amplification 

 

 

 Formations 

 
 Formations générales: 

- Logique de la thèse dans son environnement académique 

- Analyse de données 

- Initiation au logiciel R 

- TOEIC 

- Module de grammaire Anglais 

- Module de présentation professionnelle Anglais 
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 Formation préparant à l’insertion professionnelle: 

- Communication interpersonnelle et gestion d’équipe 

- Leadership et encadrement d’équipe 

 Stages: 

- Formation à la transgénèse chez M. truncatula (UMR 1355 INRA Sophia Antipolis) 

- Formation au dosage par chromatographie en phase gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse des acides aminés (UMR 6249 Chrono-environnement 

Montbéliard) 

 

 

 Co-encadrement d’étudiants 

 

- A. Berger (Master 2): Liens entre le nitrate et le monoxyde d’azote dans la réponse 

immunitaire de Medicago truncatula. 

 

- C. Pitre (BTS): 

1er stage : Caractérisation de la réponse à une carence en azote de quatre génotypes 

de Medicago truncatula présentant des degrés de résistance différents à l’agent 

pathogène Aphanomyces euteiches : dosages de nitrates, d’anthocyanes, de 

composés phénoliques solubles, et étude microscopique. 

2ème stage : Etude de l’homéostasie du NO dans différentes conditions (milieu 

complet ou carencé en nitrate) dans les racines de M. truncatula transformées ou 

non: dosages Bradford, de SNO, de l’activité GSNOR. 

 

- L. Milachon (BTS): Validation des conditions de culture et analyse par PCR 

quantitative relative de l’impact de la nutrition et de l’inoculation par un agent 

pathogène sur l’expression de gènes chez Medicago truncatula. 

 

- J. Disson (BTS): Impact de la nutrition sur la réponse de M. truncatula à l’élicitation 

et à A. euteiches: tests d’infection de M. truncatula, test ELISA, dosages des ROS 

et du NO. 
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