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Chapitre I 

 

Le développement et le fonctionnement harmonieux des plantes dépendent de cofacteurs 

comme le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Outre ses rôles dans le recyclage rédox, 

le NAD est aussi impliqué dans des processus de signalisation cellulaire, particulièrement 

sollicités en situation de stress. Cela fait du NAD l’un des déterminants majeurs de 

l’homéostasie énergétique des plantes et donc des rendements des cultures. Par une 

approche de génétique inverse ciblant la L-aspartate oxydase (AO), première enzyme de la 

voie de biosynthèse du NAD, nous avons obtenu des plantes aux teneurs constitutivement 

augmentées et diminuées en nucléotides à pyridine. L’étude de ces plantes a permis 

d’établir que (1) le NAD stimule la croissance, le développement et la productivité des 

plantes,  (2) coordonne les métabolismes photosynthétique, respiratoire et azoté, et (3) 

intervient dans les mécanismes de résistance aux stress biotiques et abiotiques. Les travaux 

cités ci-dessus font l’objet d’une valorisation industrielle. 

 

Mots-clef : NAD, Arabidopsis thaliana, L-aspartate oxydase, rendement, métabolisme, 

stress abiotique et biotique. 

 

The harmonious development and functioning of plants depend on several cofactors such as 

nicotinamide adenine dinucleotide. Besides its roles in redox recycling, the NAD is also 

involved in cellular signalling processes, which are central actors in stress situations. The 

NAD is thus one of the main determinants of plant energy homeostasis, and therefore of crop 

yield. Through a reverse genetics approach targeting the L-aspartate oxidase (AO) – the first 

committed enzyme of NAD biosynthesis – plants with constitutive either increased or 

decreased levels of pyridine nucleotides have been obtained. A further study of these plants 

enabled to show that the NAD (1) can improve the growth, development and productivity of 

plants, (2) coordinates photosynthetic, respiratory and nitrogen metabolisms, and (3) acts 

upon biotic and abiotic stress resistance mechanisms. This research is being valued 

industrially. 

 

Keywords : NAD, Arabidopsis thaliana, L-aspartate oxidase, yield, metabolism, abiotic/biotic 

stresses. 
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" Venez et changez quelque chose, ne vous contentez pas de venir parler."  

Leymah Gbowee  

Prix Nobel de la Paix, 2011  
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AAT2  Aspartate aminortansférase 
ABA  Acide abscissique 
ADH  Alcool déhydrogénase 
ADN  Acide désoxyribonucléique 
ADNc  ADN complémentaire 
ADN-T  ADN de transfert 
ADP  Adénosine 5'-diphosphate 
ADPR  ADP-ribose 
AMP  Adénosine 5'-monophosphate 
AO  L-aspartate oxydase 
AOX  Alternative oxydase 
ARN  Acide ribonucléique 
ARNm  ARN messager 
ARR  Auxin response factor 
ATP  Adénosine 5'-triphosphate 
Avr  Avirulent 
BER  Base excision repair 
BET  Bromure d'éthidium 
BSA  Albumine de sérum bovin 
cADPR  Adénosine 5'-diphosphate ribose cyclique 
CaM  Calmoduline 
CaMV  Virus de mosaïque du chou-fleur 
Ci  Concentration en CO2 dans le mésophylle (ppm) 
cfu  Unité formant une colonie 
CMS  Cytoplasmic male sterility 
DCPIP  2,6-dichlorophénol-indophénol 
DH  Déficit hydrique 
DHA  Dihydroxyacétone 
Dnase  Désoxyribonucléase 
dNTP  Désoxyribonucléotides 
DO  Densité optique 
DTNB  Acide dithionitrobenzoique 
DTT  Dithiothréitol 
E  Taux de transpiration 
EA-IRMS Elemental Analysis - Isotope Ratio Mass Spectrometry 
EDTA  Ethylène diamine tetra acétique 
elf  Elongation factor 
ETI  Effector-triggered immunity 
ETR  Electron transport rate 
FAD  Flavine adénine dinucléotide 
Fd  Ferrédoxine 
flg  Flagelline 
G3P  Glycéraldéhyde-3-phosphate 
G6P  Glucose-6-phosphate 
GA  Acide gibbérellique 
GC-MS  Gas chromatography-mass spectrometry 
GDC  Glycine décarboxylase 
GFP  Green fluorescent protein 
GOGAT Glutamate synthase 
GPDH  Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
GR  Glutathion réductase 
gS  Conductance stomatique 
GS  Glutamine synthétase 
GSH  Glutathion réduit 



GSSG  Glutathion oxydé 
GST  Glutathion S-transférase 
HAT  Histone acétyl transférase 
HDAC  Histone déacétylase 
HEPES  Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 
hpi  Heure post-inoculation 
HPLC  Chromatographie en phase liquide à haute performance 
HR  Réaction d'hypersensibilité 
ICDH  Isocitrate déshydrogénase 
IAA  Acide indol-acétique 
ICDH  Isocitrate déshydrogénase 
INPI  Institut National de la Propriété Intellectuelle 
IP3  Inositol tri-phosphate 
JA  Acide jasmonique 
Km  Constante de Michaëlis‐Menten 
LAT  Lysine acétyl-transférase 
LB  Luria Bertani 
LC-MS  Chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse 
LP  left primer 
MAMP  Microbe-associated molecular pattern 
MDH  Malate déshydrogénase 
mETC  Chaîne de transfert d’électrons mitochondriaux 
MF  Matière fraîche 
MS  Matière sèche 
ms  Milliseconde 
MSTFA  N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide. 
NaAD  Nicotinate adénine dinucléotide 
N(a)MNAT Nicotinamide mononucléotide adényltranférase 
NA  Nicotinate 
NaAD  Acide nicotinique adénine dinucléotide  
NaADP  Acide nicotinique adénine dinucléotide phosphate 
NAD  Nicotinamide adénine dinucléotide 
NADH  NAD, forme réduite 
NADK  NAD kinase 
NADP  NAD phosphate 
NADPH  NAD phosphate, forme réduite 
NADS  NAD synthétase 
NaG  N-nicotinate glycoside 
NAMN  Acide nicotinique mononucléotide 
NaPT  Acide nicotinique phosphoribosyltransférase 
NaR  Nicotinate riboside 
NDA,B,C NADPH déshydrogénase A,B,C 
NDI  Inhibiteur de NADPH déshydrogénase 
NDT  Transporteur de nucléotides/nucléosides 
NIC  Nicotinamidase 
NiR  Nitrite réductase 
NR  Nitrate réductase 
NRT  Transporteur de nitrates 
OAA  Acide oxaloacétique 
2-OG  2-oxoglutarate 
OPA  ortho-phthalaldéhyde 
OPP  Cycle oxydatif des pentoses phosphates 
PAMP  Pathogen-associated molecular pattern 
PAP  polyA Polymérase 
PAR  Rayonnement Photosynthétiquement Actif 
PARG  Poly(ADP-ribose) glycohydrolase 
PARP  Poly(ADP-ribose) polymérase 
pb  paire de bases 
PCR  Polymerase chain reaction 
pETC  Chaîne de transfert d’électrons chloroplastiques 



PEP  Phosphoenol pyruvate  
Pi  Phosphate inorganique 
PMM  Plateforme Métabolisme Métabolome 
PMS  Phénazyne méthosulfate 
PMSF  Phénylméthanesulfonide fluoride 
Ppm  Parties par millions, en volume 
PR  Pathogenesis related protein 
PRX  Peroxydase 
Pst  Pseudomonas syringae pv. tomato 
PTI  PAMP-triggered immunity 
pv.  Pathovar 
PVP  Poly-vinyl-pyrrolidone 
PXN  Péroxydase 
QPT  Quinolinate phosphoribosyltransférase 
qRT-PCR  PCR quantitative 
QS  Quinolinate synthase 
qsp  Quantité suffisante pour 
RBOH  Respiratory burst oxidase homologue 
RCD  Radical cell death 
ROS  Espèces réactives de l'oxygène 
RP  right primer 
RT  Réverse transcription 
RuBP  Ribulose 1,5-bisphosphate 
RWC  Contenu relatif en eau 
SA  Acide salicylique 
SAR  Résistance systémique acquise 
SDS  Sodium dodécyl sulfate 
SHMT  Sérine hydroxyméthyltransférase 
Sir  Silent information regulator 
SIRT  Sirtuines 
SOD  Superoxyde dismutase 
SRO  Similar to rcd one 
TAIR  The Arabidopsis Information Resource 
TCA  Cycle des acides tricarboxyliques 
THF  Tétrahydrofolate 
TRIS  Tris (hydroxyméthyl) aminométhane 
TRX  Thiorédoxine 
UV  Ultra violet 
VPD  Déficit de pression de vapeur 
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Préambule 
Le monde vivant évolue souvent vers plus de complexité. Des premiers 

précurseurs de biomolécules autoreproductibles aux interactions avancées des 

cellules eucaryotes, l’évolution a permis d’ajuster le vivant aux obstacles rencontrés. 

Il n’en demeure pas moins fascinant de constater que certains grands principes ont 

prouvé une exceptionnelle utilité, et ont enduré les périodes d’évolution pour se 

retrouver aujourd’hui universels pour tous les organismes. Ces principes incluent un 

ensemble de petites molécules cofacteurs porteuses de fonctions vitales dans les 

voies métaboliques et les processus régulateurs. Parmi ces petites molécules si 

essentielles à la vie, l’une d’entre-elles, le nicotinamide adénine dinucléotide ou 

NAD, ne cesse d’intriguer les scientifiques. 

 
 

 Cette molécule de 664 daltons (Da) fut découverte chez la levure il y a plus 

d’un siècle par Sir Arthur Harden et William John Young en 1906 (Harden & Young, 

1906) qui la nommèrent « Cozymase » pour ses propriétés stimulatrices de la 

fermentation alcoolique. Une découverte qui, associée 15 ans plus tard à la 

détermination de la structure dinucléotidique de la « cozymase » par Hans Karl 

August Simon von Euler-Chelpin, valut à ces auteurs le prix Nobel de chimie en 1929 

(von Euler, 1930). Et la série des prix Nobel associée à cette molécule ne s’arrêta 

pas là puisqu’en 1931 Otto Warburg obtint le prix Nobel de Physiologie ou Médecine 

pour ses travaux sur « l’enzyme respiratoire » (Warburg & Christian, 1936), et Arthur 

Kornberg qui fut prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 1959 pour avoir isolé 

l’ADN-polymérase I, dirigeait la section « Enzyme et Métabolisme »  du National 

Health Institute où il fut le premier à découvrir une étape de la biosynthèse du NAD 

(Kornberg, 1948). En 1949 Morris Friedkin et Albert Lester Lehninger mirent en 

évidence que le NADH liait la phosphorylation oxydative et le cycle des acides 

tricarboxyliques (Friedkin & Lehninger, 1949) et en 1958 Jack Preiss et Philip 

Handler décrirent trois enzymes et deux intermédiaires stables impliqués dans la 

synthèse du NAD à partir de l’acide nicotinique (Preiss & Handler 1958a; Preiss & 

Handler 1958b). En leur honneur cette voie de biosynthèse est communément 

appelée voie de Preiss-Handler. 
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 Le NAD n’a pas fini de nous surprendre puisque des découvertes récentes lui 

suggèrent d’autres rôles importants différents de ceux liés à ses propriétés 

oxydoréductrices, l’impliquant notamment dans la signalisation cellulaire. Ces 

fonctions incluent le clivage de la molécule, la synthèse de l’ADP-ribose cyclique, la 

désacétylation de protéines, et la formation de polymères d’ADP-ribose, mécanisme 

important dans la réparation de l’ADN (Hunt et al., 2004; Vanderauwera et al., 2007; 

Wang & Pichersky, 2007). 

 

 Enfin, mon directeur de thèse reste convaincu que le NAD vient de l’espace, 

arguant de la présence de nucléotides dans des météorites ainsi que la détection 

récente de son précurseur biosynthétique, l’aspartate, au sein des comètes. 

L’histoire nous dira si cela lui vaudra aussi un futur prix Nobel... En attendant, le NAD 

présent sur terre a encore bien des secrets à nous révéler, en particulier au sein des 

plantes, comme vous pourrez le constater en lisant les travaux de cette thèse. 

  



 

 

 

 

 

Introduction 

 



 



Introduction	
 

15 
 

Introduction 
I- Le Nicotinamide Adénine Dinucléotide 

 

Toutes les cellules vivantes utilisent le 

nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) comme 

cofacteur pour réaliser leurs transferts 

énergétiques. Le NAD est un nucléotide à pyridine 

qui participe au transport d’électrons lors de 

réactions de réduction-oxydation (rédox) et à la 

signalisation cellulaire (Hunt et al., 2004; Noctor et 

al., 2006; Pétriacq et al., 2013). Ce nucléotide à 

pyridine est composé de deux nucléotides reliés 

par un groupement diphosphate. Un des 

nucléotides contient une molécule d’adénine et 

l’autre une molécule de nicotinamide, porteuse    

d’un noyau pyridine (Figure 1). 

Figure 1. Structure du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Le NAD est constitué d’une 

adénosine et d’un ribosyl-nicotinamide reliés par un pont diphosphate. Source www.sigma-aldrich.com 

 

 Le NAD existe sous deux formes: NAD+ qui constitue la forme oxydée et 

NADH celle réduite. Le NAD existe aussi sous forme phosphorylée au niveau du 

2’hydroxyle du ribose portant l’adénine. Le terme NAD utilisé dans cette thèse 

désigne le couple NAD+/NADH (Pollak et al., 2007a) et le terme NADP le couple 

NADP+/NADPH sans distinction entre formes oxydées et réduites. Ces couples 

possèdent les mêmes potentiels de réduction-oxydation, communément appelés 

rédox (Schafer & Buettner, 2001). Au sein des cellules, le NADP est davantage 

impliqué dans les processus de biosynthèse tels que la photosynthèse et la synthèse 

des acides gras où il agit comme réducteur, alors que le NAD est plus souvent 

impliqué dans les processus cataboliques où il agit comme oxydant. 
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A- Les propriétés physico-chimiques du NAD 

 

 Dans le métabolisme, le NAD est capable d’accepter ou de donner des 

électrons dans des réactions rédox. Le transfert d’électron s’effectue sur le noyau 

nicotinamide de la molécule. Par un apport de deux électrons et d’un hydrure 

d’hydrogène (2 e- + H+) en position C-4 du nicotinamide, le NAD+ est alors réduit en 

NADH (Figure 2A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2. Réaction d’oxydo-réduction du NAD (A) et son effet sur le spectre d’absorption dans 

l’UV (B). A- Le NAD+ est réduit en NADH et de façon réversible le NADH est oxydé en NAD+. B- Le 

NADH absorbe dans l’UV à 340 nm alors que le NAD+ absorbe moins à cette longueur d’onde. Source 

www.sigma-aldrich.com 

 

 Dans la cellule, le NAD+ se comporte en agent d’oxydation et le NADH en 

agent de réduction. Le potentiel rédox standard du couple, mesuré en référence à 

une électrode normale à hydrogène, est de E°= -320 mV à pH 7. Le rapport 

NAD+/NADH définit l’équilibre entre formes oxydée et réduite. Ce rapport est une 

composante importante de ce qui est communément nommé « état rédox » de la 

cellule et reflète l’équilibre oxydoréducteur cellulaire des thiols (molécules à 

groupement SH) et les nucléotides à pyridine (NAD et NADP). La mesure de ce 

rapport permet de mesurer l’activité métabolique ainsi que la « bonne santé » de la 

A                                                                                  B 
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cellule. En effet, une oxydation cellulaire, encore appelée stress oxydatif est souvent 

associée à des processus de mort cellulaire (Schafer & Buettner, 2001). En général, 

ce rapport est constant pour un compartiment cellulaire donné et dans les cellules 

vivant en conditions aérobies, le rapport NAD+/NADH oscille entre 8 et 10. Le 

potentiel d’oxydoréduction qui en résulte est alors plus élevé, soit E° égal à -250 à -

290 mV en référence à une électrode normale à hydrogène (Schafer & Buettner, 

2001). 

 

 Grâce à leur composante adénine, les molécules de NAD+ et de NADH 

absorbent fortement dans les UV, ce qui en facilite la détection et la quantification. Le 

NAD+ possède un maximum d’absorbance à 260 nm avec un coefficient d’extinction 

molaire 260nm = 16900 M-1.cm-1. Le NADH absorbe en plus à 340 nm avec un 

coefficient d’extinction molaire 340nm = 6220 M-1.cm-1 (Figure 2B). Cette différence 

d’absorbance des deux formes dans l’UV permet de les quantifier facilement lors de 

tests enzymatiques (Dawson et al. 1987). 

 

B- Les voies de synthèse du NAD chez les plantes  
 

L’étude des voies de biosynthèse du NAD chez les plantes s’est développée 

dans les années soixante. Les équipes impliquées travaillaient sur la synthèse de 

métabolites secondaires dérivés des nucléotides à pyridines que sont la nicotine, la 

ricinine, la trigonelline en procédant à des marquages pour identifier les voies 

métaboliques et leurs intermédiaires (Waller et al., 1966; Frost et al., 1967; Ryrie & 

Scott, 1969; Mann & Byerrum, 1974; Wagner et al., 1986a). Il s’agissait surtout 

d’études utilisant des molécules enrichies en carbone 14 (14C) et qui se poursuivent 

jusqu’à aujourd’hui sur de nouvelles espèces de plantes produisant notamment des 

dérivés glucosides de l’acide nicotinique (Katahira & Ashihara, 2009; Ashihara et al., 

2010; Ashihara & Deng, 2012). Pendant longtemps, la seule fonction connue du NAD 

était son rôle rédox, mais depuis la découverte de l’implication du NAD dans 

plusieurs réactions de signalisation cellulaire, un effort considérable a été fourni afin 

d’acquérir une meilleure connaissance des voies de biosynthèse et leur régulation 

(Noctor et al., 2006; Hunt & Gray, 2009; Pétriacq et al., 2013). Ces progrès ont 

également été permis par l’annotation récente des gènes de plantes basée sur des 
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homologies de séquences géniques d’autres organismes (Katoh & Hashimoto, 2004; 

Noctor et al., 2006; Hunt & Gray, 2009). Ces efforts se sont poursuivis avec des 

études de génétique inverse (Katoh et al., 2006; Takahashi et al., 2006; Hashida et 

al., 2007; Wang & Pichersky, 2007; Schippers et al., 2008; Macho et al., 2012; 

Pétriacq et al., 2012). Ces informations mises ensemble ouvrent de nouvelles 

possibilités pour la compréhension de la synthèse de NAD et sa régulation. Elles 

permettent en outre d’envisager des approches ciblées de dérégulation du 

métabolisme des nucléotides à pyridine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Voies métaboliques de biosynthèse et de recyclage du NAD chez les plantes. ADPR-

X, ADP-ribose ou dérivés ; DHAP, dihydroxyacétone phosphate; NaAD, nicotinate adénine 

dinucléotide; NAD, nicotinamide adénine dinucléotide; NADK, NAD kinase; NADS, NAD synthétase; 

NaMN/NMNAT, nicotinate mononucléotide/nicotinamide mononucléotide adényltransférase; NaPT, 

nicotinate phosphoribosyltransférase; PRPP, 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate; Ppi, pyrophosphate; 

QPT, quinolinate phosphoribosyltransférase. Les noms des gènes bactériens des enzymes impliquées 

dans la synthèse du NAD(P) sont également mentionnés en gras. 
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Il apparaît clairement que les voies de biosynthèse et de recyclage du  NAD sont 

complexes et varient considérablement selon les taxons. On distingue cependant 

chez tous, deux types de voies métaboliques selon lesquelles la biosynthèse du NAD 

est réalisée : (i) la voie de biosynthèse dite de novo et (ii) les voies dites de recyclage 

qui permettent de reformer du NAD à partir de ses produits de clivage (Figure 3). 

Les deux étapes terminales de la voie de biosynthèse de novo du NAD étant 

communes à celles d’une des voies de recyclage, nous y distinguerons la synthèse 

du nicotinate (ou acide nicotinique) mononucléotide ou du nicotinate mononucléotide 

(NaMN) de celle terminale de NAD. 

 

1) La biosynthèse de novo du NaMN chez les plantes : la quinolinate 

phosphoribosyltransférase 
 

Il semble que la quasi-totalité des organismes vivant soient capables de 

produire ce précurseur du NAD à partir de son substrat pyridique, le quinolinate. 

Selon l’organisme considéré, ce composé dérive de deux acides aminés différents, 

(i) le L-aspartate chez les végétaux supérieurs et la plupart des bactéries et (ii) le L-

tryptophane chez certaines bactéries appartenant par exemple au genre 

Pseudomonas ou Bacillus (Kurnasov et al., 2003a; Kurnasov et al., 2003b) et les 

autres Eucaryotes. Le quinolinate est alors formé via une voie aérobie appelée voie 

des kynurénines (Figure 4). Une séquence réactionnelle en cinq étapes 

enzymatiques, suivie d’une cyclisation spontanée permettent la production de l’acide 

quinolinique (Kurnasov et al., 2003a; Kurnasov et al., 2003b).  

 

Il existe cependant chez les plantes d’anciens résultats suggérant une 

potentielle synthèse de NAD à partir du tryptophane chez le tabac et le maïs 

(Henderson et al., 1959; Arditti & Tarr, 1979; Tarr & Arditti, 1982) mais les données 

issues de la génomique n’ont pas permis de mettre en évidence une voie complète 

de synthèse de quinolinate à partir du L-tryptophane chez ces espèces. 
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Figure 4. Formation du quinolinate chez les Eucaryotes et certains Procaryotes à partir du L-

tryptophane. ACMS, acide 2-amino-3-carboxymuconique-6-semi-aldéhyde ; HAD, 3-

hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase;  IDO, indoléamine 2,3-dioxygénase; KFA, kynurénine 

formamidase ; KMO, 3-monooxygénase ;  KYN, kynuréninase ; QPT, quinolinate 

phosphoribosyltransférase ; TDO, tryptophane 2,3-dioxygénase ; Trp, L-tryptophane. 

 

Le NaMN est produit par la quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT, EC 

2.4.2.19) qui est commune à la voie de biosynthèse de novo des Eucaryotes et des 

Procaryotes (Foster et al., 1985; Bhatia & Calvo, 1996). La QPT catalyse la 

conversion du quinolinate en NaMN par transfert irréversible d’un groupement 

phosphoribosyl du phosphoribosyl-pyrophosphate (PRPP ; Figure 5), qui provient du 

ribulose-5-phosphate issu de la voie des pentoses phosphates. Cette voie 

métabolique partage comme substrat avec la glycolyse le glucose-6-phosphate et 

génère, outre du ribulose-5-phosphate, du NADPH (Figure 5). La réaction catalysée 

par la QPT nécessite la présence d’ions bivalents Mg2+ et libère du dioxyde de 

carbone (CO2) et du pyrophosphate inorganique (PPi). La caractérisation de 

l’enzyme purifiée d’albumen de ricin a permis de mesurer  des valeurs de Km pour le 

quinolinate et pour le phosphoribosyl-pyrophosphate de 12 et 45 µM respectivement 

(Mann & Byerrum, 1974). 
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Figure 5. Réaction catalysée par la quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT) aboutissant à 

la formation de l’acide nicotinique mononucléotide (NaMN). 

 

 

Un gène unique homologue du gène bactérien nadC code la QPT chez les 

plantes (At2g01350 chez Arabidopsis thaliana ; Noctor et al., 2006), à l’exception du 

tabac, où une seconde isoforme serait impliquée dans la production de nicotine 

(Ryan et al., 2012). Son interruption par une insertion d’un ADN de transfert (ADN-T) 

est rapportée létale à l’état homozygote chez Arabidopsis thaliana (Katoh et al., 

2006). Des approches de bioinformatique prédisent un adressage de l’enzyme dans 

les mitochondries et le cytosol chez Arabidopsis thaliana et le tabac mais des études 

in vivo ont montré la présence de la protéine dans le chloroplaste (Sinclair et al., 

2000; Katoh et al., 2006). 

 

Un système inductible d’enrichissement en NAD en surproduisant la 

quinolinate phosphoribosyltransférase (QPT) d’Escherichia coli chez Arabidopsis 

thaliana a permis de mettre en évidence l’implication du NAD dans les mécanismes 

spécifiques de défenses qui régissent les interactions plantes-pathogènes (Pétriacq 

et al., 2012; Pétriacq et al., 2013). Par ailleurs, une dérégulation de la synthèse de 

NAD par l’étape enzymatique catalysée par la QPT endogène d’Arabidopsis thaliana 

souligne le rôle critique du NAD dans la balance carbone/azote (C/N) des plantes, en 

particulier en modifiant l’assimilation de l’azote en conditions photorespiratoires 

(Pétriacq, 2011). 
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2) La biosynthèse du quinolinate chez les plantes : la L-aspartate oxydase 

et la quinolinate synthase 
 

 La biosynthèse du NAD de novo chez les plantes et la plupart des Procaryotes 

est réalisée à partir du L-aspartate (Figures 3 et 6). 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Formation du quinolinate à partir du L-aspartate chez les plantes et la plupart des 

bactéries. La synthèse de quinolinate est réalisée en deux étapes successives catalysées par la L-

aspartate oxydase (AO) et la quinolinate synthase (QS). FAD, flavine adénine dinucléotide. 

 

 La conversion du L-aspartate en quinolinate se fait en deux étapes : (i) 

premièrement l’oxydation du L-aspartate en un intermédiaire instable 

l’iminoaspartate, suivie de (ii) la condensation de ce dernier avec un intermédiaire de 

la glycolyse, le dihydroxyacétone phosphate (DHAP), conduisant à la formation de 

l’acide pyridine-2,3-dicarboxylique ou quinolinate (QA). La première étape est 

catalysée par la L-aspartate oxydase et la seconde par la quinolinate synthase. 

 

a- La L-aspartate oxydase 
 

 La L-aspartate oxydase (AO, EC 1.4.3.16) est une flavoprotéine à Flavine 

Adénine Dinucléotide (FAD) liée de façon non covalente à la protéine. Elle catalyse 

l’oxydation dépendante du FAD, permettant ainsi l’oxydation du L-aspartate en 

iminoaspartate (Figure 6). Chez Arabidopsis thaliana, elle est codée par un gène 

unique (At5g14760 ; Katoh et al., 2006; Noctor et al., 2006), homologue du gène 

bactérien nadB. Chez les bactéries, l’AO, parfois aussi appelée quinolinate synthase 

B, est capable d’utiliser soit l’oxygène, soit le fumarate comme accepteur d’électrons 

selon les conditions d’aérobiose ou d’anaérobiose dans lesquelles elles se trouvent 

(Nasu et al., 1982). 
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Toutes les protéines de plantes et de bactéries contiennent deux larges 

domaines fonctionnels, (i) un domaine L-aspartate oxydase positionné dans les deux 

tiers N-terminaux de la protéine, et (ii) un domaine succinate déshydrogénase en C-

terminal de la protéine (Mattevi et al., 1999; Noctor et al., 2006). Chez les plantes 

l’enzyme a été très peu étudiée jusqu’ici. Une étude rapporte cependant que 

l’enzyme purifiée de coton contiendrait un cofacteur de masse moléculaire apparente 

de 1050 Da (Hosokawa  et al., 1983) qui pourrait s’apparenter au FAD bien que la 

masse de ce dernier soit plus faible. La cristallisation de l’enzyme bactérienne 

combinée à des expériences de mutagénèse dirigée a permis l’identification des 

acides aminés impliqués dans la fixation de l’aspartate, du FAD et du fumarate à 

l’enzyme (Mattevi et al., 1999; Tedeschi et al., 2001; Bossi et al., 2002; Rizzi & 

Schindelin, 2002). Or, il s’avère que ces acides aminés sont strictement conservés 

entre toutes les enzymes de plantes et de bactéries, suggérant une forte 

conservation des propriétés catalytiques entre les bactéries et les plantes (Noctor et 

al., 2006). 

 

Lorsque le FAD, cofacteur de l’AO, se lie à l’enzyme, un changement de 

conformation de l’enzyme est observé. Ceci permettrait de protéger l’iminoaspartate, 

produit instable de la réaction, de la dégradation (Rizzi & Schindelin, 2002). En effet, 

le temps de demi-vie de l’iminoaspartate en solution est estimé à 144 secondes à pH 

8 à 37°C (Nasu et al., 1982). Cependant, l’iminoaspartate serait lui-même inhibiteur 

de la réaction catalysée par la L-aspartate oxydase et cette inhibition serait 

suspendue par l’ajout de quinolinate synthase dans le milieu réactionnel (Mortarino 

et al., 1996) qui prendrait en charge l’iminoaspartate. Ajouté à cela, il a été 

longtemps suggéré que ces deux enzymes pouvaient former un complexe permettant 

de transférer l’iminoaspartate instable de la  première enzyme vers la seconde. En 

effet, en voulant purifier l’AO, Griffith et ses collaborateurs, en 1975, avaient obtenu 

une co-purification de l’AO et de la QS chez les bactéries suggérant un complexe 

entre ces deux enzymes  (Griffith et al., 1975),  Pour autant, aucune démonstration 

n’est venue depuis renforcer l’hypothèse d’un complexe enzymatiques AO-QS 

(Sakuraba et al., 2005). 
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Certains organismes peuvent oxyder l’aspartate en iminoaspartate en utilisant 

des enzymes différentes de la L-aspartate oxydase. C’est le cas de l’archée  

Thermogata maritima dont le gène nadB code une aspartate déshydrogénase (EC 

1.4.1.-) dépendante du NAD dont la séquence protéique primaire diffère fortement de 

celle de la L-aspartate oxydase (Yang et al., 2003). Les mammifères ont une D-

aspartate oxydase (EC 1.4.3.1) qui synthétise de l’iminoaspartate et il a été démontré 

in vitro que cette enzyme pouvait remplacer la L-aspartate oxydase au sein du 

complexe quinolinate synthase bactérien (Nasu et al., 1982). Le rôle physiologique 

de cette enzyme de mammifères ne serait pas de produire du NAD mais plutôt de 

réguler la concentration en D-aspartate, composé présent en abondance dans les 

tissus neuroendocriniens, en le convertissant en iminoaspartate qui se 

décomposerait spontanément en oxaloacétate (Wang et al., 2000; Wolosker et al., 

2000). 

 

L’analyse in silico des séquences de plantes met en évidence l’existence d’un 

peptide de transit en position N-terminale signant une localisation chloroplastique de 

l’enzyme (Noctor et al., 2006), laquelle est confirmée expérimentalement par des 

expériences de fusion de la protéine avec la GFP (pour « green fluorescence 

protein ») chez Arabidopsis thaliana (Katoh et al., 2006). Chez Arabidopsis thaliana, 

l’interruption du gène unique codant l’AO par une insertion ADN-T est létale à l’état 

homozygote (Katoh et al., 2006). Les données transcriptomiques disponibles dans 

les bases de données montrent que le gène codant l’AO est exprimé dans toute la 

plante sauf dans les cellules épidermiques, plus fortement dans les cellules de garde 

des stomates, et surtout dans les jeunes boutons floraux (stades 9-11) et les 

étamines (base de données Arabidopsis eFP Browser, Schmid et al., 2005). Une 

forte régulation transcriptionnelle de cette étape enzymatique, particulièrement en 

conditions de stress (base de données Genevestigator, Hruz et al., 2008) est 

également observée. Des données obtenues au laboratoire montrent aussi une forte 

induction du gène codant l’AO en réponse à un stress biotique provoqué par 

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pétriacq et al., 2012; Pétriacq et al., 2013).  Plus 

récemment, l’équipe de Cyril Zipfel a montré en réalisant un crible « flagellin 

insensitive » que la L-aspartate oxydase jouait un rôle important dans la fermeture 

des stomates en réponse à une attaque par les bactéries phytopathogènes chez 

Arabidopsis thaliana (Macho et al., 2012). 
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Chez les bactéries, le NAD, régule sa production par deux mécanismes : (i) 

l’un transcriptionnel faisant intervenir un facteur de transcription liant le NAD et qui en 

se dimérisant vient bloquer l’opéron nad (Penfound & Foster, 1999), et (ii) l’autre 

biochimique par une inhibition compétitive sur le site de fixation du FAD de la L-

aspartate oxydase. Si jusqu’ici aucun contrôle transcriptionnel de la biosynthèse du 

NAD par le NAD lui-même n’a été rapporté chez les plantes, il a été montré que le 

NAD régulerait l’activité de la L-aspartate oxydase puisqu’une inhibition de 50% de 

l’AO de coton par 1 mM de NAD a été observée (Nasu et al., 1982; Hosokawa et al., 

1983). Chez les plantes comme chez les bactéries, la L-aspartate oxydase apparaît 

comme une enzyme clef de la voie de biosynthèse du NAD. 

 

b- La quinolinate synthase 
 

 La quinolinate synthase (QS, EC 2.5.1.72) est chez les bactéries une 

métalloprotéine à centre fer-soufre [Fe-S], qui est le produit du gène nadA et est 

encore appelée quinolinate synthase A (Cicchillo et al., 2005; Ollagnier-de Choudens 

et al., 2005; Rousset et al., 2008). Elle catalyse la condensation entre 

l’iminoaspartate produit de la L-aspartate oxydase et le dihydroxyacétone phosphate 

(DHAP) pour former du quinolinate (Figure 6). 

 

 Chez Arabidopsis thaliana, cette cystéine désulfurylase  est codée par un 

gène unique (At5g50210, Katoh et al., 2006), de même que pour de nombreuses 

autres espèces végétales (Noctor et al., 2006). L’alignement des séquences 

protéiques de plantes et de bactéries indique la présence de résidus amino-acides 

fortement conservés (Noctor et al., 2006). La structure tridimensionnelle de l’enzyme 

a été déterminée chez le genre Pyrococcus, révélant une architecture triangulaire au 

sein de laquelle les résidus amino-acides conservés déterminent une structure en 

« sandwich à trois couches en triple répétitions » (Sakuraba et al., 2005; Soriano et 

al., 2013). Le forte conservation de ces acides aminés parmi les quinolinate 

synthases de plante et de bactéries suggère une préservation de cette structure 

triangulaire unique, avec cependant une extension en C-terminal pour les enzymes 

de plantes (Noctor et al., 2006). 
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La QS bactérienne contient un centre [4Fe-4S] sensible à l’oxygène qui 

l’inactive et est réactivé en anaérobiose (Cicchillo et al., 2005; Ollagnier-de 

Choudens et al., 2005). Chez les bactéries l’enzyme a une séquence Cys-w-x-Cys-y-

z-Cys en région C-terminale caractéristique des centres Fer-Soufre des 

déshydratases. Ce motif semble impliqué uniquement chez les bactéries dans la 

sensibilité de l’enzyme à l’oxygène (Gardner & Fridovich, 1991). Le domaine cystéine 

désulfurylase de la protéine stimule la reconstruction du centre Fer-Soufre 

nécessaire à l’activité de la protéine (Rousset et al., 2008). 

 

 Chez Arabidopsis thaliana, la QS est adressée au compartiment plastidial et 

une mutation insertionnelle par ADN-T est létale à l’état homozygote (Katoh et al., 

2006). Lorsqu’une autre mutation du gène de la QS affecte le domaine cystéine 

désulfurylase de l’enzyme, celle-ci n’est pas létale et l’activité maximale de la QS 

n’est pas modifiée (Schippers et al., 2008). Pour autant, les plantes montrent chez ce 

mutant old5 un vieillissement accéléré suggérant que la chute de l’activité cystéine 

désulfurylase affecte la compétence catalytique de l’enzyme. Cette lésion dans la 

voie de biosynthèse de novo serait compensée par une augmentation des activités 

des enzymes d’une des voies de recyclage du NAD. Il en résulte une légère 

augmentation des teneurs en NAD (Schippers et al., 2008). 

 

3) La conversion du NaMN en NAD chez les plantes 

 

 La conversion du NaMN en NAD se fait en deux étapes, (i) premièrement 

l’adénylation du NaMN en nicotinate adénine dinucléotide (NaAD), suivie (ii) de 

l’amidification du NaAD en NAD (Ashihara et al., 2005; Noctor et al., 2006). La 

première étape est catalysée par la nicotinate mononucléotide/nicotinamide 

mononucléotide adényltransférase (NaMN/NMNAT) et la seconde par la NAD 

synthétase (NADS ; Figure 3). Ces étapes enzymatiques sont communes à la voie 

de biosynthèse de novo et l’une des voies de recyclage du NAD. 
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a- La nicotinate mononucléotide/nicotinamide mononucléotide adényltransférase 

(NaMN/NMNAT) 
 

La NaMNAT  (EC 2.7.7.18) catalyse l’adénylation du NaMN en NaAD et est le 

produit du gène nadD chez les bactéries (Figure 3). Cette réaction nécessite 

l’énergie de l’ATP et consiste en une attaque nucléophile du groupement 

phosphoryle en 5’ du NaMN sur le phosphate en  de l’ATP, facilitée par la liaison 

d’ions Mg2+ (Figure 7). Chez Escherichia coli, la levure et l’Homme, cette enzyme est 

capable d’utiliser le NaMN et le nicotinamide mononucléotide (NMN) comme 

substrats avec une préférence 1000 fois supérieure pour le NaMN, en se basant sur 

les valeurs de Kcat/Km pour chacun des substrats (Dahmen et al., 1967; Magni et 

al., 2004; Lau et al., 2010). Chez l’Homme, cette étape enzymatique est l’une des 

cibles pharmacologiques privilégiées d’agents thérapeutiques anti-infectieux ou 

utilisés dans le traitement des cellules cancéreuses (Pan et al., 2014). 

 

 

 

 

 

Figure 7. Réaction catalysée par la NaMNAT aboutissant à la formation du NaAD. 

 

Chez les plantes, une activité NMNAT a aussi été détectée dans les racines 

du tabac et les tubercules de topinambour. L’enzyme purifiée chez le tabac, présente 

une activité spécifique nettement inférieure en présence de NMN en comparaison de 

celle mesurée avec le NaMN comme substrat (0.67 nmol.min-1.mg-1 pour le NMN  

contre 3.58 nmol.min-1.mg-1 pour le NaMN ; Wagner et al., 1986a). Plus récemment, 

une activité NMNAT a été détectée dans des mitochondries de tubercules de 

topinambour (Di Martino & Pallotta, 2011). Dans ce cas l’activité de la fraction 

protéique purifiée de mitochondries utilise préférentiellement le NMN (3.8 nmol.min-

1.mg-1 pour le NMN contre 0.9 nmol.min-1.mg-1 pour le NaMN ; Di Martino & Pallotta, 

2011). Cette activité NMNAT, spécifique de la fraction mitochondriale, joue 
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certainement un rôle important dans le métabolisme du NAD mitochondrial chez les 

plantes, probablement dans le recyclage du NMN produit par le catabolisme du NAD 

dans ce compartiment (Figure 3). Chez l’Homme, trois isoformes de NaMNAT sont 

adressées aux compartiments nucléaire, cytosolique et mitochondrial (Berger et al., 

2005) et l’isoforme nucléaire NaMNAT-1 est en fait une NMNAT qui permet le 

recyclage du NMN produit dans le noyau par le catabolisme du NAD (Zhang et al., 

2012). 

Chez Arabidopsis thaliana, un gène unique (At5g55810) code la NaMNAT, et 

l’analyse des séquences disponibles dans les bases de données n’a pas permis de 

mettre en évidence un gène spécifique de la NMNAT. Comme chez les bactéries et 

les autres Eucaryotes, ce gène code probablement pour une enzyme bifonctionnelle 

NaMN/NMNAT adressée à différents compartiments subcellulaires, Hashida et al. 

(2006) l’ayant localisée vaguement dans le « cytoplasme » en 2006 (Takahashi et 

al., 2006). Chez Arabidopsis thaliana, l’interruption du gène codant la NaMNAT est 

comme pour les trois premières enzymes de la voie de synthèse de novo du NAD, 

létale à l’état homozygote. Cette enzyme semble par conséquent indispensable à la 

biosynthèse du NAD (Katoh et al., 2006). Comme décrit plus loin dans la section 

intitulée « le rôle du NADPH dans les processus développementaux », des mutants 

d’Arabidopsis thaliana dérégulés dans leur production de NaMNAT sont affectés 

dans certains processus physiologiques et développementaux, en particulier en 

situation de stress (Hashida et al., 2007; Hashida et al., 2010; Hashida et al., 2013b; 

Hashida et al., 2013c). 

 

b- La NAD synthétase 
 

La NAD synthétase (NADS, EC 6.3.5.1) convertit le NaAD en NAD en 

transformant la fonction acide de la partie nicotinate du NaAD en fonction amide. Le 

Mg2+ est essentiel dans cette activité puisqu’il va activer le groupement phosphate de 

l’ATP, stabiliser le groupement partant pyrophosphate (PPi) et faciliter l’attaque de 

l’ammoniac (NH3 ; Figure 8 ; Ozment et al., 1999). Chez Mycobacterium tuberculosis 

et Helicobacter pylori, il a longtemps été pensé que ces organismes étaient 

dépourvus de voie de recyclage du NAD. C’est pourquoi la NADS mais aussi la 

NaMNAT constituent des cibles privilégiées pour la recherche de nouveaux agents 
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antibactériens (Warren et al., 1983; Boshoff et al., 2008), surtout depuis l’apparition 

récente de formes résistantes à certains traitements (Rodionova et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Réaction catalysée par la NAD synthétase (NADS). ADP, adénosine diphosphate ; AMP, 

adénosine monophosphate ; ATP, adénosine triphosphate ; PPi, pyrophosphate. 

 

La NADS, produit du gène nadE chez les bactéries (Figure 3), est codée par 

le gène At1g55090 chez Arabidopsis thaliana et l’absence de peptide d’adressage 

dans la séquence protéique de l’enzyme indiquerait une localisation cytosolique de 

celle-ci  (Hunt et al., 2004; Katoh et al., 2006; Noctor et al., 2006). 

 

Selon l’espèce considérée, la NADS utilise le NH3 et/ou un acide aminé 

donneur d’amine comme substrat. Ainsi, chez Escherichia coli, la NADS accepte 

uniquement le NH3 comme substrat (Km pour le NH4Cl de 65 µM ; Spencer & Preiss, 

1967), alors que chez la levure et le rat  l’enzyme accepte le NH4Cl (Km = 140 µM) et 

la glutamine (Km = 35 µM), même si la glutamine (Gln) serait le substrat 

physiologique (Preiss & Handler 1958b). L’enzyme de plante accepte 

préférentiellement la Gln et peut utiliser l’asparagine (Asn), mais pas le NH3 (Wagner 

et al., 1986a). L’apparition de la capacité de la protéine à utiliser le Gln comme 

donneur d’amine résulterait de l’acquisition d’un domaine protéique supplémentaire 

de type nitrilase en extrémité C-terminale de la protéine (De Ingeniis et al., 2012) que 

l’on retrouve uniquement chez les Eucaryotes et les cyanobactéries (Gerdes et al., 

2006). 
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4) Interconversion du NAD en NADP 

a- La NAD kinase 
 

 Le NAD(H) est converti en NADP(H) par phosphorylation ATP-dépendante 

catalysée par la NAD kinase (NADK, EC 2.7.1.23, Figure 9 ; Hunt et al., 2004). 

 

Figure 9. Réaction catalysée par la NAD kinase 

(NADK). ADP, adénosine diphosphate ; ATP, 

adénosine triphosphate. 

 

Alors qu’un gène unique code pour les 

NADK de l’Homme et de la bactérie (nadF ; 

Figure 3), trois gènes ont été identifiés 

chez Arabidopsis thaliana (Hunt et al., 

2004; Kawai & Murata, 2008; Waller et al., 

2010) quatre chez les Monocotylédones et 

jusqu’à six chez Brassica rapa (Li et al., 

2014).  

 

 Chez de nombreuses espèces, les NADK diffèrent suivant leur dépendance 

aux calmodulines (CaM ; Cormier et al., 1981; Allan & Trewavas, 1985; Gallais et al., 

2000). Chez les végétaux, il existe des isoformes dépendantes ou indépendantes 

des CaM. Par exemple, l’épinard présente une isoforme cytosolique dépendante aux 

Ca2+/CaM, alors qu’une isoforme chloroplastique est CaM-indépendante. Deux 

NADK CaM-dépendantes ont été décrites chez l’avoine, l’une dans le cytosol et 

l’autre mitochondriale. Une troisième isoforme est CaM-indépendante (Gallais et al. 

2000). Enfin, chez le maïs, une NAD kinase activée par CaM est localisée au niveau 

de la membrane externe de la mitochondrie, et permettrait une réponse aux 

changements des niveaux calciques cytosoliques (Dieter & Marmé, 1984). Chez 

Arabidopsis thaliana, NADK1 (codée par le gène At3g21070) est localisée dans le 

cytosol, principalement dans les racines, NADK3 (codée par le gène At1g78590) est 

fortement exprimée dans les peroxysomes foliaires périvasculaires ainsi que le 

pollen, le stigmate, sur le parcours des tubes polliniques et dans les siliques en 
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développement, et NADK2 (codée par le gène At1g21640), seule isoforme pouvant 

lier la calmoduline, est localisée dans les chloroplastes et les boutons floraux (Waller 

et al., 2010). L’une des fonctions des NADK chloroplastiques serait, lors de leur 

activation par la CaM, de modifier les teneurs en NAD et NADP sous l’action de la 

lumière en stimulant la production de NADP à partir du NAD et augmentant le ratio 

NADPH/NADP+ (Heineke et al., 1991). Il n’existe cependant pas d’isoforme de NADK 

mitochondriale chez Arabidopsis thaliana contrairement aux observations faites chez 

la levure (Outten & Culotta, 2003). Chez les végétaux, le NADPH mitochondrial 

proviendrait du transport du NADP dans les mitochondries (Bykova & Møller, 2001) 

suivi de l’action des activités transhydrogénases qui interconvertissent NADH et 

NADP pour produire du NAD et du NADPH (Bykova et al., 1999). Chez les plantes, 

les NADK produisent donc du NADP et du NADPH en réponse à des stimuli 

environnementaux ou développementaux, et il est possible que, comme chez 

l’Homme, les niveaux de NADPH soient contrôlés par l’action coordonnée des NADK 

avec les NADP déshydrogénases productrices de NADPH (Pollak et al., 2007b). 

  

Puisqu’une augmentation de la teneur en Ca2+ cytosolique est un facteur 

commun dans la réponse des cellules végétales à une gamme de stress comme le 

froid, le stress salin ou l’application d’acide abscissique ou ABA (Sanders et al., 

2002), les NADK CaM-dépendantes pourraient être des acteurs précoces de la 

signalisation calcique induite en conditions de stress (Hunt et al., 2004). Ainsi, chez 

Arabidopsis thaliana,  la NADK2 jouerait un rôle prépondérant dans la production de 

NADP(H) foliaire (Chai et al., 2005; Hashida et al., 2009). Il est également possible 

que la production de NADPH dans les gaines périvasculaires et dans les organes 

reproducteurs se fasse directement à partir du NADH (Turner et al., 2004) sous 

l’action de la NADK3, CaM-indépendante, en réponse à une signalisation stress ou 

développementale similaire à celle observée par Neil Baker et Philip Mullineaux dans 

leurs travaux sur la signalisation entre formes actives de l’oxygène (ROS pour 

« Reactive Oxygen Species ») et ABA, induite par la forte lumière (Fryer et al., 2003; 

Galvez-Valdivieso et al., 2009) dans les tissus périvasculaires. 

 

 Etant donné l’importance de la production de NADPH dans la synthèse de 

ROS nécessaires à certains mécanismes physiologiques comme la fermeture des 

stomates dépendante de l’ABA ou les réactions de défenses face aux attaques 
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pathogènes, la modulation des activités NAD(H) kinases représente une étape 

régulatrice potentielle de la génération des ROS dans ces mécanismes (Hunt et al., 

2004; Pétriacq et al., 2013). 

 

A la lumière, la ferrédoxine-NADP réductase (FNR, EC 1.18.1.2) est cependant 

responsable de la majorité de la production de NADPH dans les chloroplastes et in 

extenso au sein des cellules (Noctor, 2006). Cette enzyme transfère les électrons de 

la chaîne thylakoïdienne provenant de l’eau à l’accepteur final qu’est le NADP+. 

D’autres enzymes générant le NADPH dans les plantes peuvent cependant être 

impliquées dans ces mécanismes de gestion des ROS et du pouvoir réducteur. C’est 

le cas de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH, EC 1.1.1.49) et de la 6-

phosphogluconate déshydrogénase (6PGDH, EC 1.1.1.44), qui convertissent 

successivement le glucose-6-phosphate + NADP en 6-phosphogluconate + NADPH, 

puis le  6-phosphogluconate + NADP en ribulose-5-phosphate + CO2 + NADPH  

(Pugin et al., 1997) dans la voie des pentoses phosphates dans le cytosol mais aussi 

des plastes (Dennis et al., 1997), de la glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogenase 

non phosphorylante (NP-GAPDH, EC 1.2.1.9 convertissant le D-glyceraldéhyde 3-

phosphate + NADP+ + H2O en 3-phospho-D-glycérate + NADPH + H+ ; Rius et al., 

2008; Piattoni et al., 2013) qui shunte une partie de la glycolyse dans le cytosol, de 

l’isocitrate déshydrogénase à NADP (ICDH, EC 1.1.1.42, convertissant l’isocitrate et 

le NADP en -cétoglutarate + CO2 + NADPH) (Gálvez et al., 1999) dans la 

mitochondrie, de la malate déshydrogénase à NADP (MDH, EC 1.1.1.82, 

convertissant le malate et le NADP en oxaloacétate + NADPH) dans les plastes 

(Heyno et al., 2014), l’enzyme malique (ME, EC 1.1.1.40, convertissant le malate et 

le NADP en pyruvate + CO2 + NADPH) dans le cytosol (Doubnerová & Ryšlavá, 

2011), les aldéhyde déhydrogénases (ALDH, EC 1.2.1.3) présentes dans les plastes, 

les mitochondries et le cytosol (Sunkar et al., 2003; Hou & Bartels, 2014) et l’enzyme 

bifonctionnelle méthylène tétrahydrofolate déshydrogénase/, 

méthènyltetrahydrofolate cyclohydrolase (MTHD/MTHCH, EC 1.5.1.5, convertissant 

le 5,10-méthylène-tétrahydrofolate et le NADP en 10-formyl tétrahydrofolate + 

NADPH). Cette dernière enzyme, localisée dans le cytosol et la mitochondrie, a été 

très peu étudiée jusqu’ici chez les plantes, (Cossins et al., 1993; Kirk et al., 1995) 

(base de données GelMap de l’université de Hannovre  https://gelmap.de/howto) 
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et est le principal site de production de NADPH dans des cellules animales en 

prolifération (Figure 18 ; Fan et al., 2014). 

 

b- La NADP phosphatase (NADPPase) 
 

 Le NADP peut être converti en NAD par une activité phosphatase (Figure 3). 

L’activité NADPPase (EC 3.1.3.-) a été détectée dans les mitochondries de foie de 

rat (Richter, 1987), et chez les bactéries (Reidl et al., 2000; Kawai et al., 2004). Il a 

été montré que son activité est corrélée au rythme circadien chez l’euglène (Laval-

Martin et al., 1990) et à la dormance des semences chez l’avoine. Mais cette enzyme 

n’a été purifiée que partiellement chez l’avoine (Gallais et al., 2000). En l’absence de 

séquence protéique connue et de clonage du gène codant pour cette protéine, très 

peu d’informations sont disponibles aujourd’hui concernant la NADPPase. 

Cependant, chez les archées, il est suggéré que cette activité serait produite par une 

protéine bifonctionnelle aux activités NADPPase/NADK avec une activité NADPPase 

probablement portée par un domaine de type inositol-monophosphatase/fructose 

bisphosphatase (Kawai & Murata, 2008). Jusqu’ici, aucun numéro de classification 

enzymatique (EC) n’apparaît pour cette enzyme dans la base de données de 

référence Brenda (http://www.brenda-enzymes.org/) de l’université de 

Brauwnschweig (Schomburg et al., 2014). 

 

 Chez Avena sativa, deux protéines extraites d’embryons de caryopses, de 37 

kDa et 160 kDa présentant une activité NADPPase, ont été partiellement purifiées. 

La protéine de 37 kDa présente une activité 4 fois plus faible que celle de 160 kDa 

mais est dotée d’une très forte spécificité de substrat pour le NADP+ (Gallais et al., 

2000). Plus récemment, chez Arabidopsis thaliana, il a été mis en évidence une 

corrélation inverse entre activités NADK et NADPPase associée à une différence de 

dormance entre les écotypes étudiés (Hunt & Gray, 2009). 
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II- Le catabolisme du NAD 

 

 Au-delà de son rôle dans les mécanismes d’oxydo-réduction, le NAD est 

catabolisé par des enzymes intervenant dans des processus de signalisation 

cellulaire (Hunt et al., 2004; Noctor et al., 2006). Ces processus impliquent un clivage 

de la molécule formée d’un groupement ribose lié à un nicotinamide (Figure 10). Le 

clivage du pont diphosphate qui réunit les deux nucléotides ou du pont -N-

glycosidique de la molécule entre l’ADP-ribose et le nicotinamide libèrent une grande 

quantité d’énergie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Réactions catalysées par les enzymes du catabolisme du NAD. cADPR, adénosine-5’-

diphosphate-ribosyl cyclique; Nudix hydrolase, hydrolase des nucléosides diphosphates reliés à un 

résidu X pour « Nucleoside Diphosphate linked to X ».  

 Plusieurs enzymes sont capables de rompre la liaison glycosidique de la 

molécule du NAD, libérant du nicotinamide et produisant différents composés 

incluant l’ADP-ribose cyclique (cADPR ou Adénosine-5’-diphosphate-ribosyl 

cyclique), l’ADP-ribose libre, ou de l’ADP-ribose conjugué à des protéines (Figure 

10). 
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A- Utilisation du NAD et du NADP par les adénosine-5’-diphosphate-

ribosyl-cyclases (ADPR cyclases)  
 

 La production de cADPR a été très étudiée chez l’aplysie (Aplysia californica), 

un gastéropode marin chez lequel les mécanismes de transmission nerveuse et de 

signalisation sont bien caractérisés. Le cADPR fait partie des trois molécules, avec 

l’inositol 1,4,5 tris-phosphate (IP3) et l’acide nicotinique adénine dinucléotide 

phosphate (NaADP), capables d’induire une libération de calcium des stocks 

intracellulaires (Allen et al., 1995). Le cADPR  est un second messager à fonctions 

physiologiques essentielles comme la dépolarisation des neurones chez l’aplysie. 

L’ADPR cyclase (EC 3.2.2.6) clive la molécule de NAD+ et produit du nicotinamide et 

lie les deux extrémités restantes de la molécule pour produire le cADPR (Figure 11 ; 

Lee & Aarhus, 1991). 

 

Chez Arabidopsis thaliana, l'activité de synthèse du cADPR a été détectée 

dans des extraits protéiques de plantules traités par l’ABA. Cette synthèse utilise le 

NAD+ comme substrat, comme dans les cellules animales (Sánchez et al., 2004; 

Graeff & Lee, 2013). En effet, si du NAD+ radioactif est fourni aux extraits protéiques, 

du cADPR radiomarqué peut être détecté (Sánchez et al., 2004). Si l'activité de 

synthèse a été mise en évidence, les acteurs de cette synthèse restent à identifier. 

Chez les plantes, l’implication du cADPR dans la fermeture des stomates a été mise 

en évidence par une approche pharmacologique. Des drogues bloquant la synthèse 

du cADPR ou ses agonistes réduisent la fermeture des stomates déclenchée par 

l’ABA. De plus, la micro-injection de cADPR mime l’effet de l’ABA (Wu et al., 1997; 

Leckie et al., 1998). Egalement, après une injection de cADPR dans les stomates, 

une libération de calcium est observée ce qui provoque une augmentation interne de 

la concentration calcique. Cette libération calcique par le cADPR a également été 

mise en évidence par des expériences de patch-clamp sur des vacuoles de betterave 

(Allen et al., 1995). Le cADPR est donc un acteur des cascades de signalisation chez 

les plantes. Le cADPR serait également impliqué dans la voie de signalisation des 

cytokinines chez Arabidopsis thaliana (Hwang & Sheen, 2001; Sánchez et al., 2004). 

Par ailleurs, une ADPR cyclase humaine (CD38 ; Lee, 2012) a été exprimée dans 

l’apoplaste de plantes d’Arabidopsis thaliana pour dégrader le NAD+ apoplastique et 
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démontrer que seul le NAD et non le cADPR ou le NaADP, était impliqué dans les 

mécanismes de défenses des plantes (Zhang et al., 2012; Pétriacq et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11. Réactions catalysées par CD38 et CD157. ADPR, adénosine diphosphate ribose 

cyclique ; cADPR, ADPR cyclique, NAD+, Nicotinamide adénine dinucléotide ; NADase, NAD 

glycohydrolase ; NAADP, Nicotinate adénine dinucléotide phosphate ; NADP+, Nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate Les ADPR cyclases des mammifères sont capables de catalyser quatre 

réactions. Elles permettent la synthèse de cADPR et d’ADPR à partir de NAD+. La synthèse d’ADPR 

est très majoritaire. Elles peuvent hydrolyser le cADPR en ADPR. Egalement, ces enzymes peuvent 

produire du NAADP à partir de NADP+. (Schéma de Mathials Brault). 

 

Le NaADP ou nicotinate adénine dinucléotide phosphate, est produit par les 

ADPR cyclases (EC 3.2.2.5) par déamination du NADP, et est aussi impliqué dans la 

signalisation calcique chez de nombreux organismes incluant les plantes (Navazio et 

al., 2000; Navazio et al., 2001; Guse & Lee, 2008), et qui cible un stock de Ca2+ 

distinct de celui ciblé par le cADPR et l’IP3 (Brailoiu et al., 2001). Si la synthèse de 
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NaADP n’est pas pleinement comprise, il apparaît cependant que la même protéine, 

l’ADPR cyclase, peut synthétiser le NaADP à partir du NADP par une réaction 

d’échange de base avec l’acide nicotinique (Figure 12 ; Chini et al., 2002; Chini & De 

Toledo, 2002)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Réaction de transglycosidation catalysée par l’ADPR cyclase à partir du NADP+. 

ADPR cyclase, Adénosine-5’-diphosphate-ribosyl-cyclase ; NADP, Nicotinamide adénine dinucléotide 

phosphate ; NaADP, Nicotinate adénine dinucléotide phosphate. 

 

Chez les mammifères, les ADPR cyclases participent aussi à la production 

d’ADPR par leurs activités cADPR hydrolase (EC 3.2.2.6, linéarisation du cADPR, 

Figure 11 ; Genazzani et al., 1996; Zielinska et al., 2004) et NADase (ou NAD 

glycohydrolase ; EC 3.2.2.5) qui lui permet de cliver le NAD+ en nicotinamide + 

ADPR (Liu et al., 2009a). Chez les plantes, ces activités sont présumées exister 

étant donnée l’existence des métabolites produits par ces activités enzymatiques au 

sein des tissus végétaux (Hunt et al., 2004). 
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B- Utilisation du NAD par les mono et poly-ADPribose-polymérases 

(PARP) 
 

 L’utilisation majeure du NAD dans ses fonctions non rédox répond à la 

demande des ADP-ribosyltransférases (ART) et des poly-ADPribose-polymérases 

encore appelées PARP (EC 2.4.2.30 pour PARP et ART). Ces protéines transfèrent 

respectivement un ou plusieurs groupements ADP-ribose du NAD à des protéines 

acceptrices (Figure 10). Leur activité est inhibée par le nicotinamide produit lors de 

la réaction (Hunt et al., 2007). Les PARP sont impliquées dans un grand nombre de 

processus fondamentaux comme la réparation de l’ADN, les modifications de la 

chromatine et la décompaction de l’ADN en régulant les motifs de méthylation de 

l’ADN (Caiafa et al., 2009), la transcription des gènes, la régulation du cycle 

cellulaire, l’apoptose et la régulation de la longueur des télomères (Bürkle, 2001; 

Briggs & Bent, 2011; Lamb et al., 2012; Swindall et al., 2013). 

 

 La PARP la mieux caractérisée et représentative de cette famille de protéines 

enzymatiques est la PARP1 de l’Homme (Swindall et al., 2013) qui est composée de 

trois domaines : (i) un domaine N-terminal qui agit comme un détecteur des cassures 

de l’ADN, (ii) un domaine central d’automodification qui est impliqué dans le 

recrutement d’enzymes associées au mécanisme de réparation par excision de 

bases, et (iii) le domaine catalytique C-terminal porteur de l’activité catalytique 

d’ADP-ribosylation (de Murcia & Ménissier de Murcia, 1994). Le génome 

d’Arabidopsis thaliana code pour au moins trois isoformes de PARP, (i) la PARP2 

(homologue de PARP1 de l’Homme codée par At2g31320) qui est une PARP dite 

canonique car contenant les trois domaines structuraux décrits ci-dessus chez la 

PARP1 de l’Homme, (ii) la PARP3 (homologue de PARP2 de l’Homme codée par 

At5g22470) dépourvue du domaine N-terminal canonique en doigt de zinc détecteur 

des cassures de l’ADN, et (iii) la PARP1 (homologue de PARP3 de l’Homme codée 

par At4g02390), dépourvue du domaine N-terminal canonique et dont le domaine 

central contient un domaine SAP de fixation à l’ADN (Briggs & Bent, 2011; Lamb et 

al., 2012; Bianchi & De Maio, 2014). Les plantes possèdent une autre famille de 

protéines de type PARP, appelées SRO (pour « similar to rcd one ») ayant un 

domaine catalytique PARP. On distingue deux types de SRO, l’un présent chez 

toutes les plantes avec un domaine d’interaction protéine-protéine, et un autre 
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groupe de SRO appelé RCD (pour « Radical Cell Death » ; Ahlfors et al., 2004) 

présent uniquement chez les Eudicotylédones (Lamb et al., 2012). Il semble que ce 

groupe de protéines n’ait pas de capacité à poly-(ADP)-ribosyler des cibles. On leur 

prêterait plutôt une activité de mono-ADP-ribosylation (Briggs & Bent, 2011). 

 

 Lors d’un stress génotoxique, les PARP sont l’un des premiers intervenants 

aux sites de cassure de l’ADN. Elles vont agir comme détecteur des cassures de 

l’ADN et comme molécule signal des mécanismes de réparation de l’ADN avec un 

rôle de guide qui oriente soit vers la réparation soit vers la mort cellulaire 

programmée, en fonction de la gravité des dommages et de l'amplitude de l'activation 

de la PARP (Huber et al. 2004). Lorsque les PARP se lient à un brin d’ADN cassé, 

cela active leur activité catalytique. Le NAD+ est alors consommé pour la poly-(ADP)-

ribosylation des PARP elles-mêmes ainsi que des facteurs de transcription présents 

au site de cassure. Ces modifications des facteurs de transcription vont les 

empêcher de se lier à leur site de fixation sur l’ADN, bloquant le formation de 

complexes d’initiation de la transcription et prévenant une transcription de l’ADN 

cassé, et les auto-modifications des PARP vont dissocier les PARP de l’ADN, 

libérant l’accès des protéines de réparation de l’ADN (Oei et al., 1998; Oei & Ziegler, 

2000). 

 

 Les PARPs sont impliquées dans les réponses aux stress chez divers 

organismes, plantes incluses (Doucet-Chabeaud et al., 2001; De Block et al., 2005 

Ying et al., 2003; Pellny et al., 2009; Vigani & Zocchi, 2009; Adams-Phillips et al., 

2010), ainsi que les SRO dans le maintien de l’homéostasie rédox en conditions de 

stress (Ahlfors et al., 2004; Liu et al., 2014a). Ces fonctions dérivées du NAD seront 

décrites plus loin dans le chapitre IV intitulé « Les fonctions du NAD ». Comme décrit 

précédemment, la poly-(ADP)-ribosylation (parpylation) est une modification post-

traductionnelle des protéines qui fixe des groupements ADP-ribose sur des protéines 

acceptrices. Ces modifications sont réversibles sous l’action des poly-ADP-ribose 

glycohydrolases (PARG) qui hydrolysent les polymères d’ADP-ribose des protéines. 

L’ADP-ribose libéré par les PARG ne pouvant s’accumuler, il est ensuite hydrolysé 

par les NUDIX hydrolases (hydrolases des nucléosides diphosphates reliés à un 
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résidu X, ou ADP-ribose pyrophosphatases, ou ADP-ribose diphosphatases) en AMP 

et ribose-5-phosphate (Figure 13). 

 

 

Figure 13. Métabolisme du poly-ADP-ribose par les enzymes poly-ADP-ribose polymérases 

(PARP), poly-ADP-ribose glycohydrolases (PARG), et les hydrolases des nucléosides 

diphosphates reliés à un résidu X (Nudix). ADP-ribose, adénosine diphosphate ribose; AMP, 

adénosine monophosphate. D’après Briggs & Bent, 2011. 

 

C- Réversion de la parpylation par les poly-ADP-ribose glycohydrolases 

(PARG) 
 

 La modification des protéines par parpylation peut être révertée par les poly-

ADP-ribose glycohydrolases (PARG ; EC 3.2.1.143) qui catalysent l’hydrolyse de la 

liaison glycosidique des polymères d’ADP-ribose pour produire de l’ADP-ribose libre. 

Ces enzymes ont à la fois une activité endo- et exoglycosidique (Davidovic et al., 

2001). Le génome d’Arabidopsis thaliana contient deux gènes PARG adjacents 

(At2g31870 et At2g31865), issus d’une duplication (Bowers et al., 2003). D’une 
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manière générale, le plantes contiennent jusqu’à plusieurs gènes de PARG, alors 

que les animaux n’en contiennent qu’un, mais qui code pour plusieurs isoformes 

(Briggs & Bent, 2011). Chez les plantes les PARG sont localisées dans le noyau, le 

cytosol et les mitochondries (Bonicalzi et al., 2005). Les PARG seraient impliquées 

dans la mort cellulaire et à ce titre dans les réactions de défenses face aux attaques 

d’agents pathogènes (Adams-Phillips et al., 2008; Adams-Phillips et al., 2010). C’est 

surtout comme régulateur du rythme circadien qu’elles sont mentionnées chez les 

plantes, probablement en lien avec les niveaux fluctuants d’UV et les mécanismes de 

protections qu’ils engendrent via les PARP notamment (Panda et al., 2002; Hunt et 

al., 2004; Briggs & Bent, 2011). Les PARG réverteraient ou contrebalanceraient 

l’action des PARP (Figure 13). 

 

 Chez les animaux, la mort cellulaire engendrée par l’action des PARP, encore 

appelée « parthanatos », serait due au moins autant à la persistance des polymères 

de poly-ADP-ribose non liés à des protéines et qui sont connus pour être toxiques 

pour la cellule, qu’à des niveaux faibles en NAD+ que les PARP auraient 

consommées. Les animaux disposent d’une ADP-ribosyl-accepteur hydrolase (EC 

3.2.2.19) qui leur permet de dégrader ces polymères d’ADP-ribose non liés en ADP-

ribose libre qui peuvent être pris en charge par les Nudix hydrolases, évitant de 

déclencher le relargage de facteurs induisant l’apoptose (AIF ou « apoptosis induced 

factors ») par les mitochondries, et donc le déclanchement de la mort cellulaire 

(Andrabi et al., 2006; Mashimo et al., 2013; Steffen & Pascal, 2013). Chez les 

plantes, il est probable que cette activité soit portée par l’une des Nudix hydrolases. 

 

D- Utilisation du NAD et ses dérivés par les Nudix hydrolases 
 

 Les Nudix hydrolases (hydrolases des nucléosides diphosphates reliés à un 

résidu X, ou ADP-ribose pyrophosphatases, ou ADP-ribose diphosphatases ; EC 

3.6.1.13), sont des enzymes qui clivent le pont pyrophosphate des  molécules 

dérivées de nucléosides diphosphates, incluant les nucléoside di- et triphosphates et 

leurs formes oxydées, les dinucléosides polyphosphates, dinucléoside 

polyphosphates, les sucres nucléotidiques, le NADH, le NADPH, le coenzyme A et la 

coiffe des ARN non méthylés (Kraszewska, 2008; Song et al., 2013). Découvertes à 

l’origine chez Escherichia coli (MutT) comme suppresseur de mutations liées à 
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l’oxydation du 8-oxo-dGTP (Bessman et al., 1996), les Nudix hydrolases sont une 

grand famille enzymatique présente chez tous les organismes et qui catalysent, avec 

une grande variabilité dans leur spécificité de substrat, l’hydrolyse d’un grand nombre 

de dérivés de nucléosides diphosphates (Kraszewska, 2008). Elles permettent ainsi 

de contrôler la concentration cellulaire de leurs substrats. 

 

 Chez les plantes, les Nudix hydrolases qui clivent le NAD(P)H produisent du 

nicotinamide et de l’AMP (ou ADP pour le NADPH)  (Figure 10 ; AtNUDT1, 2, 6, 7, 

10, 19) (Dobrzanska et al., 2002; Klaus et al., 2005; Ogawa et al., 2005; Olejnik & 

Kraszewska, 2005; Jambunathan & Mahalingam, 2006; Ge & Xia, 2008; Ogawa et 

al., 2008; Ishikawa et al., 2010; Jambunathan et al., 2010; Yoshimura et al., 2014); et 

celles qui métabolisent de l’ADP-ribose libre produisent de l’AMP et du ribose-5-

phosphate (Figure 13 ; AtNUDT2, 6, 7, 10, 14 ; Ogawa et al., 2005; Olejnik & 

Kraszewska, 2005; Jambunathan & Mahalingam, 2006; Muñoz et al., 2006; Ogawa 

et al., 2008; Jambunathan et al., 2010). D’autres Nudix hydrolases utilisent le 

Coenzyme A comme substrat (AtNUDT11, 15 et potentiellement 22 ; Ogawa et al., 

2005; Kraszewska, 2008; Ogawa et al., 2008; Kupke et al., 2009), le FAD 

(AtNUDT23 ; Ogawa et al., 2008), les adénosines phosphates (AtNUDT4, 12, 13, 16, 

17,18, 21, 25, 28, 29, Olejnik & Kraszewska, 2005; Kraszewska, 2008; Ogawa et al., 

2008; Szurmak et al., 2008) et des dNTP (AtNUDT1, 27 ; Dobrzanska et al., 2002; 

Klaus et al., 2005; Ogawa et al., 2005; Yoshimura et al., 2007; Gunawardana et al., 

2008). 

 Les fonctions physiologiques de ces réactions dans le métabolisme du NAD 

seraient de prévenir l’accumulation du NADH qui peut inhiber le métabolisme 

oxydatif, ou de l’ADP-ribose qui peut affecter un grand nombre de processus 

(McLennan, 2006; Briggs & Bent, 2011). L’ADP-ribose est généré par (i) les PARG 

(Figure 13), (ii) les ADPR cyclases (Figure 11), (iii) par la déphosphorylation de 

l’ADP-ribose-1’-phosphate, produit lors de l’épissage NAD-dépendant des ARN de 

transfert (Shull et al., 2005), et (iv) de la désacétylation des O-acétyl ADP-ribose 

relargués par le fonctionnement des histones désacétylases NAD-dépendantes de 

type Sir2 par des ADP-ribosyl-accepteur hydrolases (Moser et al., 1983; Pfister et al., 

2001). 



Introduction	
 

43 
 

E- Utilisation du NAD par les histones désacétylases de type SIRT 
 

 L’expression des gènes chez les Eucaryotes est en partie contrôlée par le 

NAD qui intervient sur les modifications épigénétiques du génome. Outre la 

parpylation des protéines par les PARP qui régule les motifs de méthylation de 

l’ADN, le NAD est aussi impliqué dans les processus d'acétylation/désacétylation des 

histones via les histones désacétylases de type SIRT. Ces histones désacétylases, 

de type Sir2 (pour « Silent Information Regulator 2 »), aussi appelées Sirtuines (en 

abrégé SRT), sont des histones désacétylases (encore appelées HDAC) mais qui 

utilisent le NAD+ comme substrat (Imai et al., 2000). Elles se distinguent des autres 

HDAC par leur spécificité de substrat, par leurs séquences et structure protéiques 

(Hollender & Liu, 2008; Ma et al., 2013). 

 

 Les Sirtuines (EC 3.5.1.98) ont la capacité de transférer le groupement acétyle 

situé en position N des lysines acétylées de cibles protéiques, sur le groupement 

ADP-ribosyl de la molécule de NAD+ qui est alors clivée au niveau de la liaison 

glycosidique de la molécule (Figure 10), produisant du nicotinamide et du 2’O-acétyl-

ADP-ribose (Figure 14A). Cette réaction contrecarre l’action des histones acétyl-

transférases (EC 2.3.1.48 ; Figure 14B). En effet, l’acétylation N des résidus lysine 

des chaînes latérales des protéines est une modification post-traductionnelle 

réversible rencontrée dans les règnes Procaryotes et Eucaryotes (Sadoul et al., 

2011; Xing & Poirier, 2012). 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Réaction (A) de N désacétylation catalysée par les Sirtuines et (B) d’acétylation 

catalysée par les acétyl-transférases.  radical protéique. 
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 La présence de groupements acétyle sur les résidus lysine en N masque les 

charges positives des sites catalytiques des enzymes et modifie les interactions 

protéine-protéine et ADN-protéine. Chez les plantes, l’acétylation/désacétylation en 
N des résidus lysine des histone affecte les mécanismes régulateurs de la 

transcription et les fonctions chromatiniennes (Hollender & Liu, 2008). En effet, 

l’acétylation des histones a des conséquences sur la structure chromatinienne. Le 

groupement acétyle ajouté neutralise la charge positive des queues des histones ce 

qui permet un relâchement des interactions ADN-histones et inter-nucléosomes. Cela 

rend la chromatine plus flexible et plus accessible aux facteurs de transcription. De 

manière générale, l'acétylation des histones entraîne une décondensation de la 

chromatine qui permet l'activation de la transcription. A l’opposé, la désacétylation 

des histones réprime plutôt la transcription car elle permet à la chromatine de se 

refermer sur elle-même. C’est ainsi que les Sirtuines ont récemment émergé comme 

éléments régulateurs de la longévité, de la survie cellulaire, de l’apoptose et du 

métabolisme dans différents organismes hétérotrophes (Houtkooper et al., 2012; 

Sauve & Youn, 2012; Sebastián et al., 2012). En effet, il a récemment été mis en 

évidence que plusieurs protéines intervenant dans le métabolisme primaire étaient 

acétylées, y compris chez la plante modèle Arabidopsis thaliana (comme la grande 

sous-unité de la Rubisco, EC 4.1.1.39, les ATP synthases plastidiales et 

mitochondriales EC 3.6.3.14) et ces modifications post-traductionnelles entrainent un 

changement des propriétés biochimiques des enzymes (Finkemeier et al., 2011; Wu 

et al., 2011). Aussi, chez Arabidopsis thaliana, l’histone désacétylase SRT2 interagit 

au sein du compartiment mitochondrial avec des protéines de la membrane interne 

telles que l’ATP synthase et les transporteurs d’ATP, et intervient dans le couplage 

entre respiration mitochondriale et synthèse d’ATP (König et al., 2014). 

 

 Sur la base d’analyses phylogéniques, on distingue cinq classes de Sirtuines 

(I à V), dont toutes ne possèdent pas uniquement une activité N désacétylase. Par 

exemple dans la classe III certaines SRT de mammifères possèdent une activité 

additionnelle lysine succinylase et démalonylase (Du et al., 2011). Les SRT les plus 

étudiées jusqu’ici appartiennent principalement à la classe I (Houtkooper et al., 2012) 

et à l’inverse celles de la classe II le sont moins. Au sein de ce groupe on retrouve 

des SIRT ayant une activité additionnelle ADP ribosyltransférase. Par exemple, cette 
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activité portée par SIRT4 chez les mammifères régule l’activité glutamate 

déshydrogénase (GDH, EC 1.4.1.4) dans les mitochondries (Haigis et al., 2006). Le 

génome des plantes ne contient que deux gènes codant pour des Sirtuines. L’un est 

l’homologue de SIRT6 des mammifères, l’autre de SIRT4 (Huang & Tindall, 2007; 

Greiss & Gartner, 2009; Hu et al., 2009; Zhong et al., 2013; König et al., 2014). 

L’homologue de SIRT6, aussi appelée SRT1, est localisée dans le noyau (Huang et 

al., 2007; Wang et al., 2010), alors que l’homologue de SIRT4, SRT2, est 

mitochondriale et nucléaire (Chung et al., 2009; Hu et al., 2009; König et al., 2014). 

Chez les plantes, ces Sirtuines ont aussi un rôle dans la réponse aux stress, la 

défense face aux agents pathogènes et dans la répression des éléments 

transposables (Wang et al., 2010; Zhong et al., 2013) 

 

III- Les voies de recyclage du NAD : le cycle des nucléotides à 

pyridine 
 

 Les voies de recyclage permettent de régénérer les pools de NAD utilisés 

dans les processus de signalisation cellulaire dépendants du dinucléotide  et clivant 

la molécule (Figures 3 & 10) qui sont décrits ci-dessus dans la section intitulée 

« catabolisme du NAD ». Elles permettent aussi de synthétiser les intermédiaires 

métaboliques précurseurs de métabolites secondaires dérivés du NAD, les 

alcaloïdes à pyridine. Toutes les espèces végétales disposent d’au moins deux voies 

de recyclage du NAD : (i) l’une utilisant le nicotinamide mononucléotide qui est 

régénéré en NAD en une seule étape, (ii) l’autre utilisant le nicotinamide et 

régénérant le NAD en suivant plusieurs étapes enzymatiques (Figure 3). 

 

A- La voie de recyclage directe du nicotinamide mononucléotide en NAD 
 

 Le NMN ou nicotinamide mononucléotide, généré par rupture de la liaison 

diphosphate de la molécule de NAD sous l’action de NAD diphosphatases (EC 

3.6.1.22) comme les Nudix hydrolases, peut être reconverti en NAD en une seule 

étape catalysée par la nicotinamide mononucléotide adényltransférase (NMNAT, EC 

2.7.7.1, Figures 3 & 16). Chez les plantes, cette activité a été mesurée dans des 

fractions mitochondriales purifiées de topinambour (Helianthus tuberosus L., Di 
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Martino & Pallotta, 2011). Dans cette étude, les auteurs n’ont pas détecté d’activité 

NMNAT dans les fractions non mitochondriales de leurs extraits. Les mêmes extraits 

de protéines partiellement purifiées montrant une activité NMNAT présentent aussi 

une activité NaMNAT mais avec une moindre affinité pour le NaMN. Pour autant, un 

seul gène codant pour une NaMNAT/NMNAT (At5g55810) apparaît dans les bases 

de données chez Arabidopsis thaliana (Hashida et al., 2007), ce qui suggère que ce 

gène code pour plusieurs isoformes adressées à des compartiments subcellulaires 

différents. Les analyses de séquences de la NaMNAT/NMNAT réalisées au 

laboratoire révèlent en effet l’existence de plusieurs polypeptides potentiels dont l‘un 

pouvant être adressé au compartiment mitochondrial (Jingfang Hao, communication 

personnelle). Comme décrit précédemment dans le chapitre intitulé « La conversion 

du NaMN en NAD chez les plantes », la plupart des organismes vivants possèdent 

des protéines bifonctionnelles porteuses des deux activités NaMNAT et NMNAT 

(Berger et al., 2004). Cependant, jusqu’ici, aucune activité NMNAT n’ayant été 

détectée en dehors des fractions mitochondriales chez les plantes, cela pose le 

problème de la régénération du NMN en NAD dans les autres compartiments 

subcellulaires. D’autres voies métaboliques décrites plus loin permettent de recycler 

le NAD à partir du NMN dans ces autres compartiments subcellulaires (Figure 16). 

  

Les activités NaMN/NMNAT ont été mesurées par Wagner et al., en 1985 et 

1986 (Wagner & Wagner, 1985; Wagner et al., 1986a), qui  suggéraient qu’une seule 

entité enzymatique acceptait les substrats NaMN et NMN. Cependant, lorsque la 

production de nicotine est induite chez le tabac, ils ont constaté une augmentation 

différentielle des activités NaMNAT et NMNAT. L’activité NMNAT étant très fortement 

augmentée, ceci suggère que ces activités sont portées par des polypeptides 

distincts (Wagner et al., 1986b). 

 

B- La voie de recyclage du nicotinamide produit par les ADPR cyclases, 

les PARP et les Sirtuines 
 

 La voie de recyclage du NAD la plus étudiée chez les bactéries passe par le 

nicotinamide et le nicotinate. Le nicotinamide, généré par la rupture de liaisons O-

glucosidiques de la molécule de NAD (Figure 10) sous l’action des ADPR cyclases, 
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des PARP et des Sirtuines, est recyclé en quatre étapes qui sont conservées dans le 

règne végétal. Les expériences de marquage menées chez les plantes suggèrent  

que le nicotinamide relargué par le clivage du NAD est premièrement dé-aminé par la 

nicotinamidase en nicotinate (Ryrie & Scott, 1969; Ashihara et al., 2005), qui est 

ensuite converti en NaMN par la nicotinate phosphoribosyltransférase (NaPT ; 

Figures 3 et 16). 

 

1- La nicotinamidase 
 

 Le nicotinamide est converti en nicotinate (appelé aussi niacine) par la 

nicotinamidase (EC 3.5.1.19 ; Figure 15). Chez l’enzyme bactérienne (PncA, Figure 

3), la présence d’une triade catalytique Cys-Lys-Asp retrouvée chez d'autres 

amidases a été mise en évidence. L'interaction d'un ion Zn2+ avec cette triade serait 

à l'origine du transfert d'un proton et de l'activation du thiolate de la cystéine du site 

actif pour l'attaque nucléophile sur la liaison amide du nicotinamide, entrainant la 

libération de NH3 et la formation du nicotinate (Figure 15, Du et al., 2001). 

  

 Cette étape enzymatique existe clairement chez les plantes, et l’activité 

nicotinamidase a été mesurée dans plusieurs espèces végétales (Schippers et al., 

2008; Katahira & Ashihara, 2009). Trois gènes d’Arabidopsis codent pour des 

nicotinamidases At2g22570, At5g23230 et At5g23220 appelées respectivement 

NIC1, NIC2 et NIC3, et qui présentent de fortes homologies de séquences avec des 

isochorismatase (EC 3.2.2.1), enzymes qui dégradent l’acide salicylique (Hunt et al., 

2004; Wang & Pichersky, 2007) et que l’on retrouve chez certains agents 

pathogènes pour supprimer les défenses des plantes médiées par l’acide salicylique 

(Liu et al., 2014b). La nicotinamidase majeure serait NIC1, puisque les mutants 

d’insertion nic1 montrent une forte diminution des pools de nucléotides à pyridine 

démontrant le rôle de la voie de recyclage dans le maintien du pool de NAD chez les 

plantes. L’expression du gène NIC1 est également fortement induit en réponse à un 

traitement à l’ABA (Hunt et al., 2004). Le gène NIC2 est très fortement exprimé dans 

les graines et le mutant d’insertion nic2 a un taux de germination diminué en 

absence de stratification chez Arabidopsis thaliana (Hunt et al., 2004). Cette 

observation n’est pas liée à l’ABA mais pourrait refléter une inhibition des PARP par 

le nicotinamide qui s’accumule (Hunt et al., 2007). 
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Figure 15 : Réactions catalysées par la nicotinamidase et la nicotinate 

phosphoribosyltransférase (NaPT). NaMN, nicotinate mononucléotide ; Pi, phosphate inorganique ; 

PRPP, 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate. 

 

 Il est couramment admis que les mammifères sont dépourvus de 

nicotinamidase (Hunt et al., 2004; Chappie et al., 2005; Noctor et al., 2006; Pollak et 

al., 2007). Cependant, en 1963, Petrack et al., avaient rapporté l’existence d’une 

activité nicotinamidase dans des extraits protéiques de foie de rat (Petrack et al., 

1963). Mais en 1971, Keller et al., démontrèrent qu’à des concentrations plus 

physiologiques le nicotinamide n’était pas converti en nicotinate également dans des 

foies de rats (Keller et al., 1971). Le nicotinamide est par contre directement converti 

en NaMN par une nicotinamide phosphoribosyltransférase (NaMPT, EC 2.4.2.12), 

laquelle n’a pas été détectée chez les plantes (Wagner et al., 1986a; Wang & 

Pichersky, 2007; Katahira & Ashihara, 2009). 

 

2- La nicotinate phosphoribosyltransférase 

 

 Le nicotinate est converti en NaMN par la nicotinate 

phosphoribosyltransférase (NaPT, EC 6.3.4.21, Figure 15), produit du gène PncB 

chez les bactéries (Figure 3, Sorci et al., 2010). La NaPT transfère le nicotinate sur 

le PRPP (5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate) pour former le NaMN. La réaction 

chimique catalysée par cette enzyme est très semblable à la réaction catalysée par 

la QPT excepté l’étape de décarboxylation. 
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 Deux gènes codent pour cette enzyme chez Arabidopsis thaliana, (i) 

At4g36940 pour NaPT1 et (ii) At2g23420 pour NaPT2. Peu d’informations sont 

disponibles sur les mutants de ces gènes, ce qui ne permet pas de savoir s’ils sont 

essentiels ou redondants chez les plantes. L’activité NaPT a été mesurée dans les 

tubercules de pomme de terre (Solanum tuberosum) (Katahira & Ashihara, 2009) 

mais aussi chez Arabidopsis thaliana (Pétriacq, 2011). L’augmentation des teneurs 

en NAD en réponse à un apport exogène de quinolinate est corrélée à une 

augmentation des niveaux de nicotinate et de l’activité NaPT chez Arabidopsis 

thaliana ce qui montre une stimulation de la voie de recyclage en réponse à une 

augmentation de la production de NAD (Pétriacq, 2011). Des expériences de 

marquage avec du 14C-quinolinate et 14C-nicotinate ont permis de mettre en évidence 

que les NaPT et la QPT contribuent de façon équivalente à une synthèse de NAD 

dans les feuilles d’orge (Ryrie & Scott, 1969). 

  

 Une augmentation de l’activité NaPT est également observée lorsque la voie 

de synthèse de novo est perturbée en réponse à une mutation qui affecte la 

compétence catalytique d’une enzyme de la voie de biosynthèse de novo (Schippers 

et al., 2008). Dans ce cas, l’activation de NaPT2 permet de compenser une 

défaillance dans la synthèse de novo, ce qui démontre l’importance de cette enzyme 

et de la voie de recyclage dans la biosynthèse du NAD chez les plantes (Schippers 

et al., 2008). Chez les mammifères, l’activité NaPT contribue aussi de façon 

importante à la production de NAD+ (Hara et al., 2007). 

 

3- Les enzymes communes à la voie de synthèse de novo 
 

 Deux enzymes sont communes à la voie de biosynthèse dite de novo et celle 

du recyclage par le nicotinamide et le nicotinate : la NaMNAT et la NADS présentées 

dans la section intitulée la biosynthèse de novo du NAD chez les plantes. Le NaMN 

est le point de jonction entre ces deux voies métaboliques. 
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C- Les autres voies de recyclage du NAD  connectées au cycle des 

nucléotides à pyridine 
 

 Comme vu précédemment, le cycle des nucléotides à pyridine et la NMNAT 

permettent de régénérer les pools de NAD utilisés dans les processus de 

signalisation cellulaire dépendants du dinucléotide  et clivant la molécule (Figure 3). 

D’autres processus utilisant des hydrolases génèrent aussi des dérivés du NAD 

comme le NMN qui sera ensuite recyclé. 

 

 Aussi, d’autres voies de biosynthèses utilisent les intermédiaires métaboliques 

du cycle des nucléotides à pyridine et produisent des formes de stockage de ces 

nucléotides ainsi que des alcaloïdes à pyridine. C’est le cas de la biosynthèse de 

novo du nicotinate, précurseur de la plupart des alcaloïdes à pyridine. 

 

1- Un recyclage du NAD via le NMN 
 

 Selon le schéma décrit en Figure 10, les Nudix hydrolases clivent le NAD en 

NMN et AMP, et le NMN est ensuite recyclé en NAD par une activité NMNAT en une 

étape. Or, chez les plantes, l’activité NMNAT n’a été détectée que dans le 

compartiment mitochondrial (Di Martino et al., 2013). D’autres enzymes, que les 

Nudix hydrolase, de la famille des nucléotides hydrolases (ou nucléotides 

diphosphatases), sont présentes dans l’ensemble des compartiments subcellulaires. 

Elles clivent aussi bien le NAD et produisent du NMN dans les cellules (Medda et al., 

2000; Moorhead et al., 2003). Le NMN produit, qui n’est pas converti en NAD par la 

NMNAT, alimente le cycle des nucléotides à pyridine par conversion en nicotinamide 

(Figure 16). Des expériences de marquage du NAD ou des de ses précurseurs au 
14C ont montré que toutes les espèces végétales analysées produisaient à la fois du 

nicotinamide directement et via le NMN (Ashihara et al., 2011). Chez la lentille (Lens 

esculenta), une protéine à activité nucléotide diphosphatase a été purifiée. Celle-ci 

est capable d’utiliser l’ensemble des nucléotides à pyridine comme substrat, avec 

une plus forte affinité pour le NADH (Medda et al., 2000). 
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a- Du NMN au nicotinamide en une étape 
 

 Le tabac (Nicotiana tabacum), le caféier (Coffea arabica), le théier (Camellia 

sinensis) et le cacaoyer (Theobroma cacao) produisent du nicotinamide en une seule 

étape à partir du NMN. Cette étape est catalysée par la NMN nucléosidase ou NMN 

glycohydrolase (EC 3.2.2.14 ; Figure 16) (Tarr & Arditti, 1982; Wagner & Wagner, 

1985; Zheng et al., 2004; Ashihara & Deng, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Les voies de recyclage du NAD et ses dérivés du métabolisme secondaire chez les 

plantes. ADPR cyclase, Adénosine-5’-diphosphate-ribosyl-cyclase ; NAD, Nicotinamide adénine 

dinucléotide ; NaAD, nicotinate adénine dinucléotide ; NaG, nicotinate N-glucoside ; NaMN, nicotinate 

mononucléotide ; NaMNAT, nicotinamide mononucléotide adényltransférase ; NaPT, nicotinate 

phosphoribosyltransférase ; NaR, nicotinate riboside ; NMN ; nicotinamide mononucléotide ; NNP, 

nicotinate nucleoside pyrophosphatase ; PARP, poly-(ADP)-ribose polymérase. 
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b- Du NMN au nicotinamide en deux étapes par le NR 
 

 Le théier, la pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus), les 

Gymnospermes, les pommes de terre et les Fabacées produisent du nicotinamide en 

deux étapes à partir du NMN. La première étape est catalysée par une 5’ 

nucléosidase qui converti le NMN en nicotinamide riboside (EC 3.1.3.5, Figure 16). 

La seconde étape catalyse la conversion du nicotinamide riboside en nicotinamide 

par la nicotinamide nucléoside phosphoribohydrolase (numéro EC indéterminé ; 

Figure 16) (Koster et al., 1989; Yin & Ashihara, 2007; Ashihara et al., 2005; Katahira 

& Ashihara, 2009; Ashihara & Deng, 2012). 

 

c- Du NMN au NaMN en trois étapes 
 

 Chez la pomme de terre, il est possible de produire du NaMN à partir du NMN 

en trois étapes. Après synthèse du nicotinamide riboside, celui-ci est déamidé en 

nicotinate riboside (NaR) par la nicotinamide riboside déamidase (EC indéterminé; 

Figure 16). Le NaR est ensuite phosphorylé en NaMN par la NaR kinase (EC 

2.7.1.173 ; Figure 16) (Koster et al., 1989; Katahira & Ashihara, 2009). 

 

2- La synthèse de novo de nicotinate 
 

 Le nicotinate est produit chez les plantes selon deux voies principales. La 

première est la voie des nucléotides à pyridine décrite plus haut faisant intervenir la 

nicotinamidase après conversion du NAD en nicotinamide. Une seconde voie dite de 

biosynthèse de novo du nicotinate est présente chez toutes les espèces végétales 

étudiées. Elle consiste en une synthèse du nicotinate en une ou deux étapes à partir 

du NaMN (Figure 16). Cette voie utilise l’excédent de NaMN synthétisé par la voie 

de synthèse de novo du NAD pour synthétiser des molécules de stockage comme le 

nicotinate, le NaR et les métabolites secondaires dérivés du nicotinate (Figure 16). 

a- Synthèse de novo de nicotinate en une étape 
 

 Le ricin (Ricinus communis), le tabac, la pervenche de Madagascar et le 

Gymnospermes peuvent synthétiser le nicotinate en une seule étape, laquelle est 

catalysée par une NaMN nucléosidase (EC 3.2.2.14 ; Figure 16) (Waller et al., 1966; 

Mann & Byerrum, 1974; Wagner et al., 1986b; Ashihara et al., 2005). 
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b- Synthèse de novo de nicotinate en deux étapes via le NaR 
 

 Le caféier, le théier, les pommes de terre et les Fabacées produisent du 

nicotinate en deux étapes à partir du NaMN. La première étape est catalysée par une 

5’ nucléosidase qui converti le NaMN en NaR ou nicotinate riboside (EC 3.2.2.-, 

Figure 16). La seconde étape catalyse la conversion du NaR en nicotinate par la 

NaR nucléosidase (numéro EC indéterminé) (Koster et al., 1989; Zheng et al., 2004; 

Zheng et al., 2005; Matsui et al., 2007; Matsui & Ashihara, 2008; Yin et al., 2008; 

Katahira & Ashihara, 2009; Ashihara & Deng, 2012). 

D- La biosynthèse des métabolites secondaires dérivés du nicotinate et 

du nicotinamide (localisation, transport, remobilisation)  

1- Dérivés du nicotinate 

a- La nicotine, l’anatabine et l’anabasine 
 

  Les Solanacées (tabac, pomme de terre, tomate (Solanum 

lycopersicum)) produisent plusieurs métabolites secondaires dérivés du NAD, 

certains étant communs à de nombreuses espèces végétales, d’autres étant propres 

à cette famille. Il s’agit de la nicotine et un autre nicotinoïde mineur qu’est l’anatabine 

(Figure 17 ; Wagner Wagner, 1985; Wagner et al., 1986a; Ikemeyer & Barz, 1989). 

La nicotine (ou (S)-3-(1-méthyl-2-pyrrolidinyl) pyridine) doit son nom au fait que le 

tabac a été introduit en France en 1560 par Jean Nicot (1530-1604), ambassadeur 

français au Portugal. Le nicotinate est aussi le précurseur d’un autre alcaloïde chez 

les Solanacées appelé l’anabasine (Figure 17 ; Dewey & Xie, 2013). Cet alcaloïde 

est présent en grandes quantités chez certaines Chénopodiacées comme Anabasis 

aphylla qui a donné son nom à la molécule mais aussi chez Nicotiana glauca 

(Orechoff & Menshikoff, 1931; Saitoh et al., 1985; Sisson & Severson, 1990). La 

synthèse de l’anabasine peut aussi dériver de la lysine (Dewey & Xie, 2013). Chez le 

tabac, des expériences de marquage ont permis de montrer que la synthèse de 

nicotine se fait à partir du quinolinate via la NaMN nucléosidase, c’est-à-dire une des 

voies de synthèse de novo du nicotinate (Wagner et al., 1986a). En effet, de 

données moléculaires et biochimiques montrent que la QPT permet de maintenir la 

fourniture en nicotinate nécessaire à la synthèse des dérivés à cycle pyridine comme 
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les alcaloïdes de défense à pyridine (anabasine, nicotine) (Mann & Byerrum, 1974; 

Feth et al., 1986; Wagner et al., 1986b; Sinclair et al., 2000; Ryan et al., 2012). Chez 

Nicotiana tabacum, l’activité QPT augmente fortement dans les racines entre 24h et 

48 h après blessure (Saunders & Bush, 1979). Cette production est sous contrôle 

des facteurs de transcriptions Myc2, ERF189 et NIC2 dont l’expression est induite 

par le jasmonate et l’éthylène (Shoji & Hashimoto, 2011a; Shoji & Hashimoto, 2011b; 

Shoji & Hashimoto, 2012). De récents résultats indiquent que l’auxine des apex 

exercerait une signalisation à longue distance sur la production de nicotine (Shi et 

al., 2006; Li et al., 2007), en plus des effets de l’acide jasmonique et de l’éthylène 

(Shoji & Hashimoto, 2014). Chez le tabac, la production de nicotine est dépendante 

d’une seconde isoforme de QPT formée par duplication (Ryan et al., 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Les alcaloïdes à pyridine dérivés du nicotinate et du nicotinamide. 
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b- Le N-méthylnicotinate : la trigonelline 
 

 La trigonelline est un zwitterion formé par l'addition d'un groupe méthyle à 

l'atome d'azote du nicotinate (Figure 17). La trigonelline se trouve dans de 

nombreuses plantes. Elle été d'abord isolée à partir de graines de fenugrec 

(Trigonella foenum-graecum, d'où son nom ; Jahns, 1885), mais également de 

nombreuses espèces d’Angiospermes et de Gymnospermes comme le café, le 

tabac, le ricin, les pommes de terre, plusieurs espèces de mangroves et les 

Fabacées. Très présente dans les grains de café vert chez lequel elle contribue 

jusqu’à 2% du poids frais, la torréfaction en détruit beaucoup mais la saveur amère 

de la boisson de café est due principalement à la trigonelline (Koster et al., 1989; 

Waller et al., 1966; Johnson & Waller, 1974; Wagner et al., 1986b; Zheng et al., 

2004; Katahira & Ashihara, 2009; Ashihara et al., 2010; Constentin & Delaveau, 

2010). La trigonelline est l’alcaloïde à pyridine le plus largement distribué, et retrouvé 

chez presque toutes les espèces de Fabacées (Matsui et al., 2007; Zheng et al., 

2008). 

 

 La trigonelline est produite à partir du nicotinate par la nicotinate N-

méthyltransférase ou trigonelline synthase (EC 2.1.1.7), en utilisant la S-

adénosylméthionine comme donneur de méthyle (Joshi & Handler, 1960; Upmeier et 

al., 1988; Chen & Wood, 2004). Chez le tabac, et probablement le ricin, des 

expériences de marquage ont permis de montrer que la trigonelline était synthétisée 

à partir du nicotinamide de la voie de recyclage du NAD et également à partir du 

quinolinate via la NaMN nucléosidase, c’est-à-dire une des voies de synthèse de 

novo du nicotinate (Johnson & Waller, 1974; Wagner et al., 1986a). Chez la pomme 

de terre, le café, le thé et les Fabacées, la synthèse de trigonelline via le nicotinate 

s’effectue par la voie de biosynthèse de novo de nicotinate en deux étapes, c’est-à-

dire en passant par le NaR (Matsui & Ashihara, 2008; Katahira & Ashihara, 2009; 

Ashihara et al., 2011; Ashihara & Deng, 2012). 

 

 Les propriétés de la trigonelline lui confèrent un rôle dans le blocage des 

divisions cellulaires en phase G2 du cycle cellulaire (Evans et al., 1979), ce qui a 

longtemps laissé penser que cette molécule avait un rôle hormonal (Evans & 

Tramontano, 1981). Mais, on lui attribue surtout un rôle de réserve de nicotinate qui 
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est utilisé pendant la germination. En effet, la trigonelline déméthylase est induite 

pendant la germination (Shimizu & Mazzafera, 2000). Chez les Fabacées, la 

trigonelline serait excrétée par les graines de luzerne et induirait la transcription des 

gènes de nodulation de Rhizobium meliloti en activant la protéine NodD2 (Phillips et 

al., 1992). D’autres expériences suggèrent que la trigonelline est une source nutritive 

tout au long de l’association entre Rhizobium et Fabacées (Boivin et al., 1990). 

 

c- Le nicotinate glycoside (NaG) 
 

 Le nicotinate glycoside ou N- glucosylnicotinate (NaG) est un autre dérivé du 

nicotinate (Figure 17). Ce composé, initialement nommé par erreur nicotinate 

arabinoside (Willeke et al., 1979a), a ensuite été corrigé par la même équipe 

(Upmeier et al., 1988). Le NaG est présent chez la pomme de terre, le théier, le 

cacaoyer, le tabac, la pervenche de Madagascar, le chrysanthème (Chrysanthemum 

coronarium) et Arabidopsis thaliana (Koster et al., 1989; Ikemeyer & Barz, 1989; 

Matsui et al., 2007; Yin et al., 2007; Katahira & Ashihara, 2009; Ashihara et al., 2012; 

Ashihara & Deng, 2012). Sa synthèse est réalisée par la nicotinate 

glucosyltransférase (EC 2.4.1.196) qui catalyse la conversion de l’UDP-glucose et de 

nicotinate en UDP et N- glucosylnicotinate. Dans des tubercules de pommes de 

terre, des expériences de marquage au 3H-quinolinate ont montré que la synthèse de 

NaG par la voie de biosynthèse de novo du nicotinate passant par le NaR était 

largement majoritaire et que le NaG semble être un produit de stockage transitoire 

important chez la pomme de terre (Katahira & Ashihara, 2009). 

 

 Il a longtemps été pensé que le NaG et la trigonelline ne pouvaient pas 

s’accumuler conjointement chez les plantes (Willeke et al., 1979). Même si cette 

règle s’applique à de nombreuses plantes comme les Ptéridophytes, les Fabacées et 

les plantes de l’ordre des Malpighiales, d’autres plantes, bien que moins 

nombreuses, accumulent à la fois trigonelline et NaG, soit dans des proportions 

identiques comme les pommes de terre, les Cycas, soit en accumulant 

préférentiellement l’un des deux métabolites secondaires comme Arabidopsis 

thaliana, le tabac et le cacaoyer (Ashihara et al., 2012). 
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2- Les dérivés du nicotimamide  

a- La ricinine 
 

 La ricinine, ou 4-Methoxy-1-méthyl-2-oxo-1,2-dihydropyridine-3-carbonitrile,  

est un alcaloïde dérivé du nicotinamide (Figure 17 ; Johnson & Waller, 1974; 

Aniszewski, 2007). Cette molécule, qui est un poison, est présente principalement 

dans les téguments des graines de ricin (Ricinus communis) et représente 0,2% du 

poids frais des graines. Chez l'homme, la ricinine attaque le foie et les reins et peut 

causer un empoisonnement fatal. 

 

b- Le N-méthylnicotinamide  
 

Chez le ricin, on retrouve un autre alcaloïde à pyridine dérivé du nicotinamide, 

le N-méthylnicotinamide (Figure 17). Si la présence de ce composé est bien 

documentée chez d’autres organismes (Shibata & Murata, 1986), on ne le retrouve 

dans aucune autre espèce végétale étudiée dans la littérature  (Matsui et al., 2007).  

 

4- La régénération du NAD(P)H hydraté 

 

 De nombreux métabolites sont sujets à des altérations qui peuvent se produire 

spontanément ou sous l’action d’enzymes (Golubev, 1996; D’Ari & Casadesús, 1998; 

Tawfik, 2010), et les produits de ses réactions peuvent être toxiques sinon inutiles 

(Linster et al., 2013). C’est particulièrement le cas des coenzymes et cofacteurs qui 

sont intrinsèquement des composés chimiquement réactifs et qui nécessitent à priori 

des systèmes de réparation efficaces (Linster et al., 2013). Le cycle nicotinamide du 

NADH et du NADPH peut subir une hydratation spontanée ou enzymatique en 

position C-6 pour donner des hydrates de ces composés, appelés NADHX et 

NADPHX qui sont des épimères (c’est-à-dire ne différant entre eux que par la 

configuration d’un seul centre asymétrique) R pour Rectus et S pour Sinister (Rafter 

et al., 1954; Oppenheimer & Kaplan, 1974; Marbaix et al., 2011). L’hydratation 

spontanée du NAD(P)H est favorisée par une baisse du pH ou des températures 

élevées (Linster et al., 2013). L’hydratation d’origine enzymatique est produite par 

une réaction secondaire des glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénases GAPDH, 
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enzyme glycolytique (EC 1.2.1.12). Les NADHX et NADPHX ne peuvent agir comme 

donneurs ou accepteurs d’électrons et inhibent alors les déshydrogénases, ce qui les 

rend toxiques (Yoshida & Dave, 1975). Les deux hydrates sont reconvertis en NADH 

ou NADPH par une déshydratase ATP-ou ADP-dépendantes spécifiques de la forme 

S appelée  déshydratase de réparation des nucléotides à nicotinamide (EC 

4.2.1.136, NNRD pour « nicotinamide  nucleotide repair dehydratase » ; Figure 18). 

Les formes R sont interconverties en formes S par une épimérase de réparation des 

nucléotides à nicotinamide (EC 5.1.99.6, NNRE pour « nicotinamide nucleotide repair 

epimerase » ; Figure 18) (Acheson et al., 1988; Colinas et al., 2014; Niehaus et al., 

2014). Ces activités enzymatiques se retrouvent dans tous les règnes vivants, sont 

portées par un même polypeptide chez les archées et la plupart des bactéries, alors 

qu’elles se retrouvent portées par deux polypeptides distincts chez les Eucaryotes. 

Chez les plantes, ces deux enzymes sont adressées aux trois compartiments 

cytosolique, mitochondrial et surtout plastidial (Colinas et al., 2014; Niehaus et al., 

2014). De manière spontanée, le NAD(P)HX peut se cycliser et donner du 

NAD(P)HX cyclique qui ne peut pas être pris en charge par le système NAD(P)HX 

épimérase, NAD(P)HX déshydratase. Cette forme cyclisée serait moins toxique pour 

la cellule (Colinas et al., 2014; Niehaus et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Réactions de dommages et réparations du NAD(P)H chez les plantes. GAPDH, 

glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, NAD(P)HX, formes hydratées du NAD(P)H. 
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IV- La compartimentation et le transport subcellulaires du NAD 

chez les plantes 

A- Distribution intracellulaire 

 

 La distribution des pools de NAD entre les compartiments subcellulaires est 

une question cruciale afin de comprendre plus finement les fonctions du NAD et la 

régulation de sa biosynthèse et de son renouvellement. En raison de leur importance 

dans le métabolisme cellulaire, la plupart des études mesurant les teneurs en 

nucléotides à pyridine se sont focalisées sur le NAD et le NADP. Il est généralement 

admis que ces nucléotides ont peu de chances de se déplacer entre les cellules, 

bien que leurs précurseurs puissent être transportés entre les tissus, de même que 

certains dérivés qui constituent des formes de stockage propres à certaines espèces 

végétales. 

 La plupart des mesures rapportées dans la littérature nécessite une extraction 

suivie de méthodes de mesures par couplage enzymatique qui permettent 

d’augmenter la sensibilité de détection des métabolites. Un défi majeur dans ces 

techniques est d'éviter les modifications de l'état des métabolites lors de la 

préparation de l'échantillon, problème qui devient particulièrement aigu lorsqu’un 

fractionnement des cellules est nécessaire avant dosage. Des artéfacts peuvent 

résulter d'échanges entre compartiments subcellulaires lors du fractionnement et de 

changements de l’état rédox des molécules puisque ces techniques perturbent 

l’intégrité et les fonctions cellulaires. 

Des techniques comprenant des fractionnements non-aqueux ou une filtration 

rapide de protoplastes dans des tampons acides ou alcalins ont été utilisées pour 

contourner ces difficultés. Bien que relativement lente, la première technique permet 

d’éviter les fuites et fixe l’état métabolique, alors que la seconde méthode est plus 

rapide mais passe par une étape de préparation de protoplastes qui peuvent être 

facilement rompus par passage sur maille de nylon (Stitt et al., 1982; Gardeström, 

1987; Heineke et al., 1991). Ces méthodes de fractionnement permettent de mesurer 

les niveaux des pools de NAD(P)H dans les fractions cytosoliques, mitochondriales 

et chloroplastiques rapportées en Figure 19 (Heineke et al., 1991; Igamberdiev & 

Gardeström, 2003; Szal et al., 2008). Les teneurs en NAD et NADP dans ces 
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compartiments à la lumière varient dans une gamme de 0,1 mM à 2 mM, ce qui est 

dans la moyenne des concentrations intracellulaires mesurées chez les levures 

(Bogan & Brenner, 2008). C’est également ce qu’on retrouve chez des chloroplastes 

isolés (Takahama et al., 1981). Le pool de NADP(H) est le plus élevé dans le 

chloroplaste, certainement en lien avec les fonctions photosynthétiques du couple 

rédox dans ce compartiment subcellulaire. C’est dans la mitochondrie que l’on 

retrouve les pools teneurs en NAD(H) les plus importantes, mais si l’on regarde la 

contribution de chacun des compartiments en fonction du volume cellulaire occupé 

(sachant que le volume cytosolique est plus de 6 fois supérieur à celui mitochondrial 

dans les cellules du mésophylle) (Winter et al., 1994), le pool de NAD cytosolique 

contribuerait à la majeure partie du NAD cellulaire.  

 

Figure 19. Concentration en nucléotides à pyridine dans les trois compartiments cytosol, 

chloroplaste et mitochondrie dans des cellules de plante à la lumière, et leurs processus de 

régénération. CaM, calmoduline ; ICDH, isocitrate déshydrogénase ; MDH, malate déshydrogénase ; 

mETC, chaîne de transfert d’électrons mitochondriale ; NADK, NAD kinase ; NDT, transporteur de 

nucléotides/nucléosides ; OAA, oxaloacétate ; OPP, cycle oxydatif des pentoses phosphates ; PXN, 

transporteur de nucléotides peroxysomal ; pETC, chaîne de transfert d’électrons chloroplastique ; 

Photoresp., photorespiration ; TCA, cycle des acides tricarboxyliques ; THD, transhydrogénase. 
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 L’état rédox de ces pools varie considérablement suivant le compartiment 

considéré. Ainsi, à la lumière les pools de NAD et NADP sont jusqu’à 10 à 6 fois plus 

réduits respectivement dans la mitochondrie que dans le cytosol et les chloroplastes 

(Figure 19). Ainsi, dans les chloroplastes, le ratio NADPH/NADP+ est de 0,5 à la 

lumière alors qu’il est de 3 pour les mitochondries. Ce ratio diminue encore à 

l’obscurité en raison d’un forte diminution des teneurs en NADPH, alors qu’il reste 

stable dans les autres compartiments (Heineke et al., 1991; Igamberdiev & 

Gardeström, 2003; Szal et al., 2008). En effet, les teneurs en NADP+ et NADPH 

varient considérablement lors d’un passage de l’obscurité à la lumière, allant même 

jusqu’à s’égaliser transitoirement dans la demi-heure qui suit le passage à la lumière, 

et ses teneurs évoluent tout au long de la phase d’éclairement (Heber & Santarius, 

1965).  

 

 Très peu de données sont disponibles dans la littérature concernant (i) les 

teneurs en NAD, NADP dans les autres compartiments chez les plantes comme la 

vacuole, les peroxysomes et les noyaux ainsi que (ii) les teneurs en intermédiaires 

métaboliques (Guérard et al., 2011; Pétriacq et al., 2012). Des développements 

techniques sont en cours au laboratoire afin de mesurer les niveaux de NAD et 

NADP dans les noyaux afin de mieux cerner leur impact sur les mécanismes de 

contrôle épigénétique. De nouvelles techniques sont en cours de développement afin 

de quantifier in situ les teneurs en nucléotides à pyridine au sein des compartiments 

subcellulaires. On peut citer la technique de microscopie à photons multiples 

appliquée au NAD(P)H (Denk et al., 1990; König, 2000; Maulucci et al., 2014; Morris-

Blanco et al., 2014), l’utilisation d’une sonde de poly-(ADP)-ribosylation couplée à 

une détection immuno-histochimique (Nikiforov et al., 2011) ou encore de détecteurs 

de fluorescence DUAL-PAM permettant de mesurer les pools de NADPH plastidiaux 

(Kauny & Sétif, 2014). 

 

 Les concentrations habituellement rapportées pour les nucléotides à pyridine 

ne distinguent pas les fractions libres de celles liées aux protéines, et il est possible 

que les teneurs en NAD disponibles soient limitantes pour le fonctionnement des 

enzymes. Chez les mammifères, il a été estimé que 50% du pool de NAD des 
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érythrocytes était libre (Canepa et al., 1991). Des travaux menés sur des fractions 

mitochondriales de plante ont permis de déterminer que, dans ce compartiment, de 

30 à 50% du NAD+ était lié aux protéines alors que seul 1/4 du NADH était à l’état 

libre (Hagedorn et al., 2004). Ces résultats ont été confirmés par d’autres études qui 

ont aussi montré que les teneurs en NADH libre étaient maintenues constantes 

quelle que soit la teneur de NADH lié aux protéines (Kasimova et al., 2006). 

 

B- Le passage des équivalents rédox NAD(P)/H entre les différents 

compartiments 
 

 Les différents compartiments disposent de systèmes réversibles d’échange de 

NAD(H) et NADP(H) qui permettent d’ajuster leur état rédox, comme les navettes 

(oxaloacétate/malate couplée ou non au transport d’aspartate et de glutamate ; 

trioses phosphates ; navette glycérol-3-phosphate ; Douce & Neuburger, 1989; 

Heineke et al., 1991; Shen et al., 2006) ainsi que des boucles de régénération des 

cofacteurs à NAD(P) assurant un équilibre entre consommation et production de 

pouvoir réducteur NAD(P)-dépendante au sein de voies métaboliques retrouvées  

dans l’ensemble du règne vivant (Stein & Imai, 2012; Hummel & Gröger, 2014; Kato 

& Lin, 2014). 

 

 En effet, de nombreux systèmes d’échanges de métabolites sont capables de 

transférer des équivalents rédox au travers des membranes mitochondriales et 

chloroplastiques et d’ainsi lier les pools de NAD entre les différents compartiments 

subcellulaires (Figure 20 ; Raghavendra & Padmasree, 2003; Scheibe et al., 2005; 

Foyer et al., 2009). Ces systèmes impliquent la navette triose phosphate/3-

phosphoglycérate, la navette malate/oxaloacétate et la navette malate/aspartate 

(Day & Wiskich, 1981; Journet et al., 1981; Heineke et al., 1991). La navette 

glutamate/2-oxoglutarate, qui est essentielle à l’assimilation de l’azote et à la 

réassimilation de l’ammonium, est aussi potentiellement impliquée dans les 

échanges d’équivalents rédox (Woo et al., 1987). Il existe aussi des systèmes 

d’échanges permettant de lier les pools de NAD entre peroxysome et compartiment 

cytosolique (Reumann et al., 1994). 
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Figure 20. Navettes mitochondriales et chloroplastiques. A. Transporteur glutamate/aspartate. B. 

Transporteur a-cétoglutarate. C. Transporteur d’oxaloacétate. D, Transporteur de trioses phosphates. 

ADP, adénosine diphosphate ; Asp, Aspartate ; ATP, adénosine triphosphate ; 1,3BGPA, acide 1,3 

bisphosphoglycérique ; DHAP, dihydroxyacétone phosphate ; GAP, aldéhyde 3-phosphoglycérique ; 

Glu, Glutamate ; OAA, oxaloacétate ; 3PGA, acide 3-phosphoglycérique. 

 

Chez les animaux, les levures et les plantes, une G3PDH localisée sur la 

membrane interne de la mitochondrie participe à l’oxydation d’équivalent rédox dans 

le cytosol (EC 1.2.1.12 ; Shen et al., 2003; Shen et al., 2006). Le site catalytique de 

la G3PDH membranaire est orienté vers le cytosol, ce qui lui permet d’oxyder le 

NADH cytosolique comme le font les NADH déshydrogénases mitochondriales (EC 

1.6.5.3 ; Douce & Neuburger, 1989; Rasmusson et al., 2004; Shen et al., 2006). La 

G3PDH mitochondriale serait très importante pour l’oxydation du glycérol produit à 

partir des réserves lipidiques dans les graines en germination et les jeunes plantules 

(Shen et al., 2003). 
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C- Le transport intracellulaire des nucléotides à pyridine 
 

 Malgré l’existence de ces systèmes d’échanges rédox à fort débit, les 

données disponibles sur la biosynthèse du NAD au sein des cellules suggèrent un 

transport permettant l’entrée directe des nucléotides à pyridine dans les organites. 

En effet, déjà en 1983, une lente absorption de NAD+ était observée par des 

mitochondries purifiées (Neuburger & Douce, 1983; Neuburger et al., 1985). Depuis 

lors, deux types de transporteurs permettant de faire passer des nucléotides à 

travers les membranes mitochondriales et plastidiales ont été identifiés. Deux 

transporteurs de NAD, NDT1 et NDT2, respectivement localisés dans le chloroplaste 

et la mitochondrie (Figure 19), ont été identifiés chez Arabidopsis thaliana en se 

basant sur les séquences des transporteurs mitochondriaux de levure de la famille 

des MCF (pour « mitochondrial carrier family ») (Picault et al., 2004; Todisco et al., 

2006; Palmieri et al., 2009). NDT1 et NDT2 peuvent échanger le NAD+ contre le 

NaMN, le NMN ou le NaAD, de même que contre d’autres nucléotides comme l’ADP 

ou l’AMP, mais ni contre le nicotinamide ni contre le nicotinate (Palmieri et al., 2009). 

En effet, il a été montré que le NMN et dans une moindre mesure le NaMN pourrait 

être importés dans la mitochondrie et convertis en NAD chez le topinambour 

(Helianthus tuberosus ; Di Martino & Pallotta, 2011). Chez l’Homme, le transporteur 

mitochondrial de nucléotides à pyridine transporte préférentiellement le NMN, lequel 

sert de substrat à la NMNAT afin de générer du NAD+ dans le compartiment 

mitochondrial (Nikiforov et al., 2011). 

 Il a aussi été démontré que le NADP+, comme le NAD+, peut être importé dans 

des mitochondries isolées, ce qui suggère qu’il existe un transporteur de NADP+ sur 

la membrane interne des mitochondries de plantes (Bykova & Møller, 2001). 

 Le NAD+ et le NADH peuvent aussi être transportés au sein des peroxysomes 

par un transporteur appelé PXN (Figure 19). Ce transporteur de nucléotides NAD+, 

NADH, AMP et ADP peut aussi transporter le coenzyme A (CoA), le déphospho-CoA, 

l’acétyl-CoA et l’adénosine 3', 5'-phosphate (PAP) au sein de ce compartiment 

(Agrimi et al., 2012). PXN permet d’approvisionner le peroxysome en NAD+ et 

acétylCoA nécessaires à la dégradation optimale des acides gras ainsi qu’à la 

remobilisation des réserves lipidiques, en particulier lors de la -oxydation (Bernhardt 

et al., 2012). 
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 Il est couramment admis que le NAD libre passe à travers les pores nucléaires 

pour être utilisé par les PARP et se lier à des protéines comme les histones 

désacétylases de type Sirtuines ainsi qu’à des facteurs de transcriptions régulés par 

les nucléotides à pyridine comme NPAS2 et CtBP (Zhang et al., 2002; Fjeld et al., 

2003). L’état rédox cytosolique du couple NAD+/NADH permettrait de relier le 

métabolisme cellulaire à la transcription des gènes (Fjeld et al., 2003). 

 

D- Le transport extracellulaire des nucléotides à pyridine 
 

	 Chez les plantes, Il est couramment admis que le NAD et le NADP œuvrent à 

l’intérieur des cellules pour réguler des processus de signalisation intracellulaire. 

Cependant, chez les animaux, le NAD(P) est aussi présent dans le compartiment 

extracellulaire où il peut (i) soit se lier aux récepteurs du plasmalemme pour y être 

métabolisé en cADPR et NaADP, (ii) être utilisé pour ADP-ribosyler des récepteurs 

de surface, déclenchant une cascade de signalisation cellulaire (Zhang & Mou, 

2009). Il existe aussi un transport de nucléotides à pyridine du milieu extracellulaire 

vers l’intérieur des cellules. Le NAD+, qui est transporté dans le milieu extracellulaire, 

n’est pas directement transporté du milieu extracellulaire vers l’intérieur des cellules. 

Des NAD-glycohydrolases et nucléotide diphosphatases localisées sur la surface 

externe des cellules dégradent le NAD+ en NMN, lequel est à son tour converti par 

une 5'-nucleotidase, également extracellulaire, en nicotinamide riboside. Le 

nicotinamide riboside extracellulaire produit entre alors dans la cellule via des 

transporteurs à nucléoside (SLC28 et SLC29 ; Zhang et al., 2013) et alimente la 

synthèse de NAD+ intracellulaire (Aleo et al., 2001; Nikiforov et al., 2011). Le NAD(P) 

peut être aussi relargué dans l’espace extracellulaire en réponse à une stimulation 

où par une fuite de ces métabolites lors de processus inflammatoires (Contreras et 

al., 2003; Smyth et al., 2004; Bruzzone et al., 2006). Le NAD(P) relargué dans 

l’espace extracellulaire animal peut être métabolisé par CD38 (une des ADPR-

cyclases animales) pour produire cADPR et NaADP impliqués dans la signalisation 

calcique (Billington et al., 2006; Bruzzone et al., 2006) ou par les enzymes qui 

permettant de faire rentrer le NAD dans les cellules (Aleo et al., 2001; Nikiforov et al., 

2011). 
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 Chez les plantes, il a été montré que la réaction d’hypersensibilité induite par 

des agents pathogènes entraine une fuite des nucléotides à pyridine dans le milieu 

extracellulaire à des concentrations suffisantes pour induire l’expression de gènes 

PR (pour « pathogenesis-related ») et la résistance aux agents pathogènes. De plus, 

ces effets semblent dépendants de la signalisation calcique (Zhang & Mou, 2012 ; Fu 

& Dong, 2013). D’autres expériences ont montré qu’en infiltrant des protoplastes 

avec du NAD+ et NADP+, que les niveaux de nucléotides à pyridines intracellulaires 

ne varient pas, suggérant que ces molécules ne sont pas transportées vers l’intérieur 

des cellules chez les plantes (Zhang & Mou, 2009). En revanche, des cellules 

végétales mises en présence de quinolinate incorporent bien ce précurseur du NAD+ 

puisque les niveaux de NAD sont augmentés, en particulier lorsque les cellules 

expriment une QPT dans le compartiment cytosolique (Pétriacq et al., 2012). Chez 

les levures, le quinolinate, mais aussi le nicotinate et le nicotinamide riboside peuvent 

être à la fois importés et excrétés dans le milieu extracellulaire, alors que le 

nicotinamide est uniquement importé. 

 

Deux transporteurs de type perméase ont été identifiés, Nrt1 et Tna1, qui 

permettent l’incorporation du nicotinamide riboside et du quinolinate, respectivement 

chez les plantes (Belenky et al., 2011; Ohashi et al., 2013). Ces échanges de 

nucléotides à pyridine entre milieu et cellules permettraient de stocker ces 

métabolites dans le milieu et de les réutiliser à souhait afin de maintenir des 

concentrations intracellulaires appropriées en NAD (Ohashi et al., 2013). Chez les 

plantes, un autre précurseur du NAD, le NaMN, fourni à des plantules de pomme de 

terre, stimule leur croissance. D’autre part, des plantules colonisées par des 

Burkholderia, bactéries promotrices de la croissance des plantes, poussent mieux 

lorsque la synthèse de NaMN bactérienne n’est pas altérée. Ces observations 

suggèrent que le NaMN peut être incorporé par les plantes pour stimuler leur 

croissance (Wang et al., 2006). 

 

1- Transport des formes de stockage et d’alcaloïdes et trigonelline 
 

 Bien qu’une défense efficace basée sur la production d’alcaloïdes nécessite 

des systèmes de transports variés, peu de transporteurs d’alcaloïdes ont jusqu’ici été 
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identifiés. Chez le tabac, la nicotine est transportée de l’appareil racinaire vers 

l’appareil aérien. La synthèse de nicotine dans les racines et son accumulation dans 

les feuilles est stimulée par des stress comme des blessures (Cane et al., 2005). Un 

transporteur d’alcaloïde spécifique de la nicotine, lequel semble impliqué dans le 

métabolisme et la localisation de la nicotine dans la plante, a récemment été identifié, 

mais celui-ci n’est sans doute pas le seul système permettant de transporter la 

nicotine des racines aux feuilles (Hildreth et al., 2011). 

		
 La trigonelline est une forme de stockage et de transport présente chez de 

nombreuses espèces végétales, en premier lieu les Fabacées, mais elle est aussi 

présente chez les Solanacées, les Astéracées, les Cucurbitacées, les Poacées 

comme le maïs (Zea mays) et l’orge (Hordeum vulgare) et les Brassicacées comme 

Arabidopsis thaliana (Willeke et al., 1979; Rhodes et al., 1989; Allen et al., 2010). 

Même si un transport de trigonelline a été mis en évidence chez les plantes entre les 

différents organes par des expériences de marquage (Heeger et al., 1976; Zheng et 

al., 2005), il restait à identifier des transporteurs de cet alcaloïde. Chez Arabidopsis 

thaliana, un transporteur de trigonelline a récemment été identifié (Jeanguenin et al., 

2012). De manière intéressante, ce transporteur est une protéine de la classe des 

NiaP qui sont connus pour transporter le nicotinate et le nicotinamide chez les 

bactéries. En effet, le NiaP d’Arabidopsis thaliana transporte aussi le nicotinate. Le 

transporteur de trigonelline / nicotinate d’Arabidopsis thaliana transporte avec une 

forte affinité la trigonelline. Chez le maïs, trois transporteurs de nicotinate de type 

NiaP ont aussi été identifiés, lesquels ont une faible affinité pour le nicotinate et ne 

transportent pas la trigonelline. Ces transporteurs sont localisés sur le plasmalemme, 

participant au transport de ces alcaloïdes dans les cellules (Jeanguenin et al., 2012). 

 Très peu d’informations sont disponibles concernant le transport de la ricinine 

chez le ricin. Il semblerait cependant qu’elle soit détectée dans les sucs phloémiens 

(Holfelder et al., 1998). 
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2- Vers un rôle plus général de contrôle des systèmes de transport chez les 

plantes 
 

 Les recherches récentes  menées chez les bactéries et les mammifères 

suggèrent qu’en plus de leurs rôles dans le métabolisme oxydatif et la signalisation 

cellulaire, les nucléotides à pyridine réguleraient les transports d’ions. En effet, il a 

été démontré que près d’une dizaine de systèmes de transports étaient régulés par  

les molécules de  NAD(P)(H) et leurs produits NaADP+, ADPR et cADPR chez ces 

organismes. L’état rédox et les niveaux de nucléotides à pyridine participeraient au 

contrôle des échanges intra- et extra-cellulaires de potassium, de sodium et de 

calcium (Kilfoil et al., 2013). 

 

V- Les fonctions du NAD 
 

 Le développement des plantes et leurs fonctions sont sous-tendues par des 

réactions rédox qui dépendent de co-facteurs comme le NAD. En effet, le NAD(P)(H) 

participe à de très nombreuses réactions d’oxydoréductions liées aux chaînes de 

transfert d’électrons ainsi qu’à un grand nombre de réactions enzymatiques 

indispensables au métabolisme et à la croissance des plantes. Par ses propriétés 

oxydo-réductrices, le NAD permet le transfert de pouvoir réducteur et la génération 

d’énergie au sein des cellules. Son état rédox et ses teneurs participent au maintien 

du potentiel rédox cellulaire et participe aux réactions de défenses faces aux 

attaques pathogènes. Outre ses implications dans les mécanismes rédox, le NAD est 

également impliqué dans de nombreuses réactions de signalisation (Hunt et al., 

2004; Noctor et al., 2006). Ces fonctions qui reposent sur un clivage et donc une 

consommation nette de NAD, incluent la signalisation calcique, les mécanismes de 

réparation de l’ADN, la régulation de l’expression des gènes et probablement le 

contrôle d’étapes clef du métabolisme primaire (Hunt et al., 2007; Vanderauwera et 

al., 2007; Wang & Pichersky, 2007; Xing & Poirier, 2012) en réponse aux conditions 

de l’environnement (De Block & Van Lijsebettens, 2011; Pétriacq et al., 2012; 

Pétriacq et al., 2013). Par ses propriétés, le NAD contribue donc à la croissance et 

au développement harmonieux des plantes, mais aussi à leur acclimatation aux 

facteurs abiotiques et biotiques de l’environnement. Un aperçu de ces fonctions vous 

est présenté dans les pages qui suivent. 
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A- Les fonctions rédox du NAD et leurs implications 

1- Les couples rédox NAD(P)+/NAD(P)H 
 

 Le NAD(P) est un coenzyme transducteur de pouvoir réducteur, c’est à dire 

capable de transférer des électrons à une molécule d’état plus oxydée. Le NAD(P) 

existe ainsi sous forme réduite NAD(P)H ou oxydée NAD(P)+. Un couple tel que le 

NAD(P)+/NAD(P)H est nommé couple rédox. La tendance des couples à accepter ou 

donner des électrons à un autre couple est appelée potentiel rédox. Ce potentiel 

rédox permet de traduire la faisabilité et la direction dans laquelle les électrons sont 

transférés entre composants d’un système biochimique. Tous les potentiels rédox 

sont définis en fonction de leurs capacités à recevoir ou donner des électrons à une 

électrode normale à hydrogène (solution 1 M de H+, pH 0 dans laquelle est immergée 

une électrode de platine), et sont exprimés en volts. En biologie, les potentiels rédox 

sont définis à pH 7 et à 25°C, ce qui pour le couple de référence H2/2H+ donne -420 

mV puisque le potentiel rédox est dépendant du pH et diminue de 60 mV par unité de 

pH. Ces potentiels rédox sont définis pour des couples à l’équilibre formes 

réduites/oxydées et sont appelées potentiels de demi-réduction désignés par 

l’abbréviation Em pour « Equilibrium midpoint potential ». De ces valeurs de potentiels 

rédox il est possible de déterminer une différence de potentiel rédox entre deux 

couples rédox qui permet le transfert d’électrons Em (Em accepteur-Em donneur). Par 

exemple, dans la mitochondrie au cours du transfert d’électrons du donneur NADH à 

l’accepteur O2, le Em=0,82-(-0,32) V soit 1,14 volts et permet de déduire le 

changement d’énergie libre de la réaction, qui ici est exergonique. Au cours du 

transfert  en sens inverse de l’eau au NADP+ lors de la photosynthèse la valeur sera 

identique mais le signe sera inversé et la réaction sera endergonique et nécessitera 

de l’énergie apportée sous forme de lumière. Le NADP est le plus souvent utilisé 

comme agent de réduction dans les processus de biosynthèse (photosynthèse, 

assimilation de l’azote, biosynthèse des acides gras) alors que le NAD est impliqué 

dans les voies de catabolisme où il agit comme oxydant (la respiration 

principalement). Il existe au sein des cellules végétales plusieurs couples rédox 

majeurs qui, par leurs potentiels rédox et leurs concentrations respectives, régulent 

les transferts d’électrons au sein des cellules, en plus des flux membranaires 

chloroplastiques et mitochondriaux, et qui déterminent ainsi l’état rédox global des 
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cellules (Tableau 1). Ces composés ont des concentrations très variables selon l’état 

physiologique des cellules. En raison de leur potentiel rédox négatif, certains ont 

pour propriétés de réduire les contenus cellulaires comme les couples 

NAD(P)+/NADPH, alors que d’autres comme les formes actives d’oxygène sont de 

puissants agents oxydants (Foyer & Noctor, 2005). 

 

Tableau 1. Potentiels rédox approximatifs et concentrations intracellulaires des principaux 

couples rédox chez les plantes. ASC, ascorbate ; DHA, déhydroascorbate ; Fd, ferrédoxine ; GSH, 

glutathion réduit ; GSSG, glutathion oxydé ; Ox, oxydé ; Red, réduit ; TRX, thiorédoxines (d’après 

Foyer & Noctor, 2005). 

Couple Rédox Potentiel Rédox (V) Concentration (µM) 

O2 / H2O +0.82 200 – 300 (O2) 

O2 / O2
.- -0.3 <0.001 (O2

.-) 

O2
.- / H2O2 +0.94 1 – 100 (H2O2) 

H2O2 / OH. +0.54 Négligeable (OH.) 

OH. / H2O +2.2 - 

DHA / ASC -0.10 10 000 – 20 000 

GSSG / GSH -0.24 2 000 – 5 000 

TRXox / TRXréd -0.33 10 – 100 

NAD(P)+ / NAD(P)H -0.32 100 – 500 

Fdox / Fdréd -0.42 10 – 100 

 

2- Le  rôle du NAD(P)H dans le maintien du potentiel rédox cellulaire 
 

 Si de faibles teneurs en oxygène ont accompagné les débuts de l’évolution 

des êtres vivants sur terre, pour lesquels la bioénergétique reposait essentiellement 

sur le fer et le soufre, l’apparition des cyanobactéries puis des plantes à conduit 

l’atmosphère à enrichir l’atmosphère en oxygène à des niveaux proches de ceux 

actuels depuis 550 millions d’années (Fournier, 2003). Les cellules aérobies font face 

à ces concentrations en oxygène en maintenant un environnement interne très 

réduit. Cela est rendu possible par les interactions existant entre les couples rédox 

non-protéiques et solubles que sont le NAD, le NADP, le glutathion (GSSG / GSH) et 

l’ascorbate (DHA / ASC). En particulier, les nucléotides à pyridine (NAD(P)+ / 
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NAD(P)H) sont les principaux transmetteurs de transfert rédox des phases solubles 

des cellules. En effet, à l’opposé de composés antioxydants comme le glutathion et 

l’ascorbate qui réagissent spontanément avec l’oxygène, les nucléotides à pyridine 

réagissent lentement avec l’oxygène et leur oxydation est dépendante d’enzymes. 

Au sein des cellules, les pools de glutathion et d’ascorbate réagissent d’une part 

spontanément ou sous l’action d’enzymes comme les (per)oxydases avec l’oxygène, 

et sont d’autre part réduits par des réductases à haute capacité dont la catalyse 

dépend du pouvoir réducteur du NAD et du NADP (Figure 21). Le glutathion et 

l’ascorbate sont le rempart d’un système de tampon rédox de détoxification des 

formes actives d’oxygène dépendant du NAD(P). Une perturbation de ce système de 

maintien de l’état réduit des cellules génère une signalisation liée aux stress 

oxydoréductif que l’on rencontre dans nombre de processus de stress liés à des 

perturbations abiotiques, biotiques ou à des processus développementaux. Dans ces 

processus, le couple NADP+/NADPH joue un rôle particulièrement important car il est 

à la jonction des métabolismes produisant ou détoxifiant les ROS (Figure 21). 

 

 Dans les chloroplastes, la concentration en cofacteur oxydé NADP+ disponible 

pour sa réduction par la ferrédoxine NADP+ réductase détermine le flux d’électrons 

non linéaire vers d’autres accepteurs comme l’oxygène moléculaire (O2). En cas de 

sur-réduction du pool de NADP en NADPH, en raison d’un stress environnemental 

qui occasionne soit un afflux d’électrons dans les cas de forte lumière, ou une non-

utilisation du NADPH disponible pour les réactions métaboliques dans le cas de 

stress pathogènes, nutritionnels, froid ou sécheresse, les électrons sont déviés vers 

ces voies non linéaires et la formation de ROS est accélérée (Scheibe et al., 2005). 

Le NAD(P)H cytosolique est aussi un précurseur des ROS dans ce compartiment 

lorsqu’il est utilisé par les NAD(P)H oxydases (Foreman et al., 2003; Kwak et al., 

2003). Le NAD(P)H serait aussi impliqué dans la génération de NO via la nitrate 

réductase (NR) et la nitrite réductase (Stöhr et al., 2001; Galeeva et al., 2012). La NR 

peut catalyser le transfert de pouvoir réducteur du NAD(P)H à l’O2 et générer des 

ROS (Yamasaki & Sakihama, 2000). Quant à son rôle dans la production de ROS 

par la chaîne de transfert d’électrons mitochondriale, les oxydases alternes 

pourraient être régulées par les changements de ratio NADPH/NADP+ sous l’effet de 

la lumière et du CO2 (Igamberdiev & Gardeström, 2003). La gestion des ROS est 



Introduction	
 

72 
 

aussi très dépendante du NAD(P)H dans les cellules végétales. En effet, parmi les 

cinq grands systèmes de détoxification des ROS que sont (i) le cycle eau-eau 

(réaction de Mehler), (ii) les catalases (EC 1.11.1.6), (ii) le cycle des glutathion 

peroxydases (EC 1.11.1.9), (iv) le cycle ascorbate-glutathion et (v)  la détoxification 

réductive des peroxydes, les trois derniers impliquent le glutathion et/ou l’ascorbate 

sous la dépendance du NAD(P)H (Figure 21) (Sunkar et al., 2003; Apel & Hirt, 2004; 

Mano et al., 2005; Noctor, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Schéma simplifié des principales réactions liant les couples rédox solubles 

NAD(P)+/H, ascorbate et glutathion. Importance est donnée aux principales réactions 

consommatrices/productrices de pouvoir réducteur fourni par les nucléotides à pyridine. AER, alcénal 

réductase; ACR, aldo-céto réductase; ALDH, aldéhyde déshydrogénase; ASC, ascorbate (réduit) ; 

Cyt, cytochrome; FNR, ferrédoxine-NADP réductase; GABA shunt, voie du γ-aminobutyrate; 

(np)GAPDH, glyceraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (non phosphorylante); GDC, glycine 

décarboxylase; G6PDH, glucose-6-phosphate déshydrogénase; GR, glutathion réductase ; GSH, 

glutathion réduit ; GSNOR, S-nitrosoglutathione réductase; GSSG, glutathion oxydé ; HPR, 

hydroxypyruvate réductase; ICDH, isocitrate déhydrogénase; MDH, malate déshydrogénase; 

(M)DHA(R), (mono)déhydroascorbate (réductase); ME, enzyme malique; MET, mitochondrial électron 

transport; NOS, oxyde nitrique synthase ; NR, nitrate réductase; OX, oxydation ; 6PGDH, 6-

phosphogluconate déshydrogénase; Rboh, NADPH oxydases (pour « Respiratory burst oxidase 

homologues ») ; RED, réduction ; TCA, acide tricarboxylique; THD, transhydrogénase; TRX, 

thiorédoxine. D’après Noctor, 2006. 
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 En raison de l’existence de potentiels rédox propres à chacun des couples 

rédox actifs au sein des compartiments subcellulaires, il est difficile de définir une 

valeur globale de l’état rédox cellulaire. Dans le cytosol et la mitochondrie, la NADP 

et le glutathion définissent un état rédox de l’ordre de -250 mV à -300 mV au sein de 

ces compartiments. L’état rédox du stroma chloroplastique à la lumière est un peu 

plus négatif, en raison des ferrédoxines qui conduisent les réactions de réduction, 

celle du NADP+ notamment (Asada, 1999; Setterdahl et al., 2003; Foyer & Noctor, 

2005). Le NAD(P)+ est reconverti en NAD(P)H par des systèmes enzymatiques 

décrits en figure 21. Une description plus détaillée des réactions enzymatiques 

régénérant le NADPH a déjà été abordée dans le chapitre intitulé  « NAD 

KINASES ». La transmission de pouvoir réducteur entre compartiments 

subcellulaires est assurée principalement par des systèmes de navettes décrit dans 

le chapitre « Le passage des équivalent rédox NAD(P)/H entre les différents 

compartiments » (Figure 20) ainsi que par le transport des nucléotides à pyridines 

par des transporteurs spécialisés (Figure 19) présentés dans le chapitre « Le 

transport intracellulaire des nucléotides à pyridine ». De même, pour répondre à un 

besoin en pouvoir réducteur, notamment à la lumière ainsi qu’en situation de stress, 

les cellules végétales ont la capacité de stimuler la production d’enzymes clef qui 

contrôlent la synthèse de NAD(P) comme l’AO, la QPT, la NaMNAT et les NAD 

kinases (voir chapitre « Les voies de synthèse du NAD chez les plantes »). Chez les 

plantes le passage à la lumière induit la production de NAD kinase (Tezuka & 

Yamamoto, 1975) qui permet la synthèse de NADPH dans le chloroplaste, laquelle 

est indispensable à la synthèse de chlorophylle et à la fixation du carbone (Chai et 

al., 2005). 

 

B- Le rôle du NAD(P)/H dans les grandes voies métaboliques  
 

 La plupart de la matière organique terrestre est fabriquée par les plantes 

grâce à l’assimilation du carbone inorganique et de l’azote de l’environnement en 

molécules organiques. La matière organique est produite et régénérée par des 

processus moléculaires dépendants de l’énergie solaire que sont la photosynthèse, 

et l’assimilation de l’azote. Les cellules eucaryotes compartimentent ces processus 

biochimiques dans les différents organites en s’appuyant sur les cycles métaboliques 

pour transférer les équivalents réducteurs à travers les membranes intracellulaires. 
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Le NAD(P)H produit ou échangé entre les compartiments sert de porteur d’électrons 

permettant le maintien de l’homéostasie rédox et des biosynthèses réductrices. La 

description abordée dans ce chapitre ne se prétend pas exhaustive mais souligne 

plutôt les interactions qui existent entre les grandes voies du métabolisme primaire et 

les niveaux de nucléotides à pyridine ainsi que leur état rédox. 

 

1- Le NAD(P)H dans le métabolisme carboné 
 

 Les composés carbonés jouent un rôle essentiel dans les processus 

métaboliques de tous les organismes vivants. Ils servent comme source d’énergie et 

comme éléments structuraux des cellules vivantes. Le carbone inorganique est 

assimilé par les plantes en utilisant le pouvoir réducteur du NADPH et l’énergie sous 

forme d’ATP produits lors de la photolyse de l’eau. La matière organique formée sert 

de matériel de construction aux glucides, lipides et composés protéiques et les 

processus respiratoires permettent de générer du NADH et de l’ATP et de recycler 

les composés carbonés et azotés. 

 

a- Le NADPH et la fixation du carbone après réactions de photolyse 
 

 La voie anabolique par laquelle tous les organismes photosynthétiques 

incorporent le CO2 est connue sous le nom de cycle de Calvin ou de réduction 

photosynthétique du carbone (PCR) (Calvin & Benson, 1949). Ce cycle se subdivise 

en trois parties, (i) une carboxylation qui fixe le CO2 en présence d’un sucre 

accepteur qu’est le ribulose-1,5-bisphosphate (RuBP) qui est alors converti en acides 

à trois carbones et qui est catalysée par la Rubisco, (ii) une réduction qui consomme 

le NADPH et l’ATP produits à la lumière par la chaîne de transfert d’électrons 

photosynthétique et qui convertie les acides à trois carbones en trioses phosphates, 

(iii) et enfin une étape de régénération des trioses phosphates en RuBP qui 

consomme de l’ATP. L’excès de trioses phosphates ainsi formé sert de maillon de 

base à la biosynthèse de l’ensemble des molécules organiques de la plante et peut 

être exporté vers les autres compartiments subcellulaires. Au sein du chloroplaste, le 

NADPH est formé à la lumière par la chaîne de transferts d’électrons 

photosynthétique via la ferrédoxine NADP-réductase (Talts et al., 2007). Il peut être 

échangé avec le compartiment cytosolique par la valve malate (Scheibe & Jacquot, 
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1983) qui comprend un système de biosynthèse de malate par la MDH et un système 

de navette (Figure 19) et provenir à l’obscurité ou dans les tissus non chlorophylliens 

des voies des pentoses phosphates plastidiales et/ou cytosoliques (Spielbauer et al., 

2013) . Au sein du chloroplaste, le NADPH ainsi produit régule une Thiorédoxine 

réductase de type C dépendante du NADPH (NTRC, EC 1.8.1.9) qui, en réduisant 

l’ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase, EC 2.7.7.27) permet d’activer la 

synthèse où la dégradation de l’amidon (Ekkehard & Stitt, 1989; Sparla et al., 2006; 

Michalska et al., 2009; Valerio et al., 2011; Bernal-Bayard et al., 2012). Outre son 

rôle dans la régénération du pool d’antioxydants plastidiaux (König et al., 2002; 

Pérez-Ruiz et al., 2006), le système NADPH-NTRC  jouerait un rôle important dans 

la régulation de la synthèse des chlorophylles (Richter et al., 2013). Ces régulations 

métaboliques de la fixation du carbone, dépendant du système NADPH-NTRC, 

s’exercent de concert avec l’action des thiorédoxines dans le compartiment plastidial 

(Geigenberger & Fernie, 2014). 

b- La production de NADP 
 

 Outre la synthèse et/ou la dégradation de l’amidon et de la chlorophylle qui 

sont régulées par le NADPH, la biosynthèse des lipides et plus particulièrement celle 

des acides gras, est une forte consommatrice de NADPH, d’ATP et de squelettes  

carbonés produits par la photosynthèse. En effet c’est exclusivement dans le plaste 

que se produit la synthèse dite de novo des acides gras (Ohlrogge & Browse, 1995). 

L’acide gras synthase (ou FAS pour « fatty acid synthase » ou « fatty-acyl-CoA 

synthase, EC 2.3.1.86) qui intervient dans la biosynthèse de novo des acides gras, 

est un complexe multienzymatique qui consomme du NADPH pour réaliser des 

condensations successives d'unités malonyl-CoA sur de l'acétyl-CoA jusqu'à 

obtention de l'acide palmitique. Ainsi la synthèse d’une molécule d’acide palmitique 

se fait à partir de 8 molécules d’acétyl-CoA et consomme à elle seule 14 molécules 

de NADPH et sept d’ATP. C’est ce qui explique pourquoi la synthèse des acides gras 

est étroitement coordonnée avec les réactions claires de la photosynthèse 

(Geigenberger & Fernie, 2014). A l’inverse, le catabolisme des lipides qui conduit à la 

formation de saccharose pendant la germination des graines à réserves lipidiques 

produit du NADH dans les glyoxysomes par -oxydation des acyl-CoA sous l’action 

de la MDH du cycle du glyoxylate, alors qu’une isoforme cytosolique de la MDH 
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produit aussi du NADH. Par ce processus, les graines oléagineuses en germination 

convertissent très efficacement les lipides en sucres tout en fournissant du pouvoir 

réducteur en abondance sous forme de NADH (Graham, 2008). 

c- Impact de l’importance du NADP(H) dans le métabolisme primaire de la plante 

 

 Dans la respiration réalisée par les plantes, les composés carbonés sont 

décomposés pour assurer la synthèse d’ATP qui fournit l’énergie requise aux 

processus cellulaires. D’une manière globale, on peut dire que les glucides et les 

lipides sont transformés en acides organiques que la mitochondrie utilise pour 

réduire le NAD+ en NADH. Le NADH est alors oxydé et les électrons sont transférés 

à l’oxygène moléculaire par la chaîne de transfert d’électrons de la membrane interne 

mitochondriale. Dans ce processus, des complexes enzymatiques pompent les 

protons à travers la membrane, créant un gradient de potentiel utilisé pour la 

synthèse d’ATP. Cette voie catabolique se déroule en trois principales étapes que 

sont la glycolyse, le cycle des acides tricarboxyliques (TCA ou cycle de Krebs) et le 

transfert membranaire des électrons. Dans la première étape appelée glycolyse, les 

hexoses-phosphates sont convertis en trioses-phosphates puis en acides 

organiques, en pyruvate notamment, produisant du pouvoir réducteur sous forme de 

NADH sous l’action de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

phosphorylante (G3PDH, EC 1.2.1.9). Il existe aussi une isoforme non 

phosphorylante décrite précédemment (voir section intitulée les NAD kinase) qui 

permet de générer du NADPH. Chez les plantes, les enzymes intervenant dans la 

glycolyse sont fonctionnellement et physiquement étroitement associées à la 

mitochondrie (Giegé et al., 2003; Graham et al., 2007) et chez la pomme de terre du 

degré d’association des enzymes glycolytiques dépendrait l’intensité respiratoire 

(Graham et al., 2007). Le pyruvate ainsi formé par la glycolyse passerait directement 

dans la matrice mitochondriale (Lunn, 2007) où il serait alors converti en acétyl-CoA 

par la pyruvate déshydrogénase encore appelée pyruvate décarboxylase (EC 

1.2.4.1). Notons que des enzymes glycolytiques comme la G3PDH (GAPDH) 

peuvent se retrouver dans le noyau et y générer du NADH en conditions de stress 

(Vescovi et al., 2013). Il n’est pas exclu non plus que l’hexokinase puisse s’y trouver, 

à l’instar de ce qui est observé chez d’autres organismes (Kim & Dang, 2005). La 

seconde étape, appelée cycle des acides tricarboxyliques (Krebs, 1937), consiste en 
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l’incorporation de l’acétyl-CoA dans un cycle d’acides organiques transformés par 

des réactions enzymatiques qui permettent de générer du pouvoir réducteur sous 

forme de NADH et de FADH2 (Rasmusson & Møller, 1990). Si le cycle des acides 

tricarboxyliques permet d’oxyder complètement le pyruvate en CO2, chez les plantes 

le cycle ne fonctionne généralement pas de façon cyclique, probablement parce que 

le cycle TCA fonctionne en accord avec des besoins métaboliques propres à chacun 

des organes en fonction des conditions environnementales (Hanning & Heldt, 1993; 

Sriram et al., 2004; Alonso et al., 2007; Allen et al., 2009; Tcherkez et al., 2009; 

Gauthier et al., 2010). Aussi, chacune des étapes qui permettent la production de 

NADH serait inhibée par un ratio NADH/NAD+ élevé, ce qui permettrait d’équilibrer 

l’oxydation du pyruvate avec la phosphorylation oxydative qui se produit sur la 

membrane interne des mitochondries (Geigenberger & Fernie, 2014). Dans une 

troisième étape, le pouvoir réducteur, formé par le cycle TCA et la glycolyse, transfert 

ses électrons à l’oxygène moléculaire via la chaîne de transfert d’électrons de la 

membrane interne mitochondriale, et un gradient de protons générateur d’ATP est 

créé. Les plantes disposent sur cette chaîne de transfert d’électrons d’enzymes 

uniques au règne végétal appelées NAD(P)H déshydrogénases alternes, situées aux 

faces internes et externes de la membrane mitochondriale, qui leur permettent de 

réguler les niveaux de NAD(P)H cellulaires et optimiser leur croissance (Rasmusson 

et al., 2004; Rasmusson & Wallström, 2010; Wallström et al., 2014). 

 

 L’un des problèmes métaboliques majeur auxquels la plante doit faire face à la 

lumière est la gestion du manque d’accepteur d’électrons NADP+ qui peut être à 

l’origine d’une production massive de ROS. En effet, généralement la chaîne de 

transfert d’électrons photosynthétiques produits plus d’équivalents réducteurs que 

requis dans le chloroplaste pour la synthèse des sucres (Stitt, 1986). La limitation en 

CO2 disponible pour la cycle de Calvin et le manque de NADP+ où d’autres 

accepteurs du photosystème I conduit à la formation de ROS qui doivent être 

détoxifiés  par divers systèmes dont celui NAD(P)H-glutathion-ascorbate décrit 

précédemment (chapitre intitulé « Le  rôle du NAD(P)H dans le maintien du potentiel 

rédox cellulaire »). Il existe cependant certains mécanismes qui évitent de manquer 

d’accepteurs d’électrons dans le chloroplaste. (i) Le premier d’entre-eux s’appelle la 

valve malate (Scheibe, 1984). Il consiste en la synthèse de malate à partir de la 
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malate déshydrogénase plastidiale NADPH-dépendante (MDH-NADP), et le malate 

ainsi formé est exporté vers le cytosol via une navette (navette C, Figure 20) 

(Taniguchi et al., 2002). La valve malate rééquilibre le ration NADPH/ATP, évite les 

déséquilibres qui limitent le flux d’électrons photosynthétique, et redirige l’excès de 

pouvoir réducteur vers d’autres compartiments où il sera utilisé (Backhausen et al., 

1998; Scheibe, 2004). De plus, la MDH-NADP est activée par la lumière et au 

contraire inhibée par les ratios élevés NADP+/NADPH, ce qui en fait un système 

efficace de contrôle de l’homéostasie rédox du NADP(H) au sein du compartiment 

plastidial, adapté aux variations d’intensité lumineuse (Scheibe & Jacquot, 1983; 

Scheibe et al., 2005). L’importance de cette enzyme est démontrée par le caractère 

létal de mutants ADN-T homozygotes chez la plante modèle Arabidopsis thaliana 

(Selinski et al., 2014). (ii) Un second mécanisme est utilisé par les plantes lorsque la 

limitation d’accepteurs d’électrons devient importante ainsi qu’en conditions de forte 

lumière où de sécheresse : il s’agit du transfert cyclique des électrons (CET pour 

« cyclic electron transfer ») (Munekage et al., 2004). Ce système permet de diminuer 

la production de NADPH, de recycler les électrons non utilisés pour sa synthèse en 

l’absence d’accepteur en quantité suffisante, tout en augmentant la production 

d’ATP, et permet de rééquilibre le ratio ATP/NADPH (Miyake, 2010). Dans des 

conditions de CO2 limitant où de manque continu d’accepteur NADP+, ce système 

évite ainsi une production massive de ROS au sein des chloroplastes (Foyer et al., 

2012). (iii) Le troisième mécanisme mis en jeu dans les cellules chlorophylliennes à 

la lumière est la photorespiration. Ce mécanisme constitue un puits majeur pour les 

équivalents réducteurs, particulièrement lorsque la demande en NADPH et ATP pose 

problème, par exemple à fort intensité lumineuse, forte température et lorsque les 

stomates, fermés, provoquent une limitation importante en CO2 pour la 

photosynthèse (Foyer et al., 2009; Voss et al., 2013). En réassimilant l’ammonium 

produit par la décarboxylation de la glycine (principalement par la glutamine 

synthétase GS, EC 6.3.1.2, et la glutamate synthase dépendante de la ferrédoxine 

Fd-GOGAT, EC 1.4.7.1,  ou celle dépendante du NADH, la NADH-GOGAT, EC 

1.4.1.14), la photorespiration consomme des équivalents réducteurs de la 

ferrédoxine, du NADH et de l’ATP et régénère les équivalents oxydés à nouveau 

disponibles pour la fixation d’électrons de la chaîne de transfert photosynthétique. Il 

semble aussi que la photorespiration stimule l’activité de l’AOX en raison de la 

décarboxylation de la glycine, accélérant l’oxydation du NADH en NAD+ et le flux 
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d’électrons de la chaîne de transfert mitochondriale vers l’oxygène (Igamberdiev et 

al., 1997; Vishwakarma et al., 2014). La photorespiration libère aussi du CO2 dans la 

mitochondrie, ce qui permet de consommer le NADPH en excès et régénérer du 

NADP+ au niveau du cycle de Calvin (Riazunnisa et al., 2006; Busch et al., 2013). 0n 

estime qu’en conditions atmosphériques normales, pour quatre tours de cycle de 

Calvin, un tour de cycle forme du 2-phosphoglycolate (2-PGA), produit de l’activité 

oxygénase de la Rubisco (Zhu et al., 2008). Si l’impact d’un inhibiteur de la  

photorespiration sur la photooxydation est connue depuis longtemps (Wu et al., 

1991; Kozaki & Takeba, 1996; Osmond & Grace, 1996), ce n’est que plus 

récemment que l’impact d’une photorespiration défectueuse sur l’inhibition du 

photosystème II a été décrite (Takahashi et al., 2007). En raison de leur gaine 

périvasculaire qui permet de concentrer le CO2, les plantes en C4 ont une activité 

photorespiratoire plus faible, mais non nulle, en raison des fuites au niveau des 

gaines, lesquelles sont plus importantes chez les dicotylédones que chez les 

monocotylédones et sont dépendantes de l’âge des plantes (Dai et al., 1995; Maroco 

et al., 1997). Chez Amaranthus edulis, la photorespiration compte pour 6% de la 

photosynthèse nette et des mutants photorespiratoires sont incapables de pousser 

en l’absence de fort CO2 (Dever et al., 1996; Lacuesta et al., 1997). La mise en 

évidence de l’existence d’une activité photorespiratoire chez le maïs est plus 

ancienne encore (Chollet, 1976), et des mutants à faible activité glycolate oxydase 

sont incapables de pousser dans l’air (Zelitch et al., 2009), démontrant l’importance 

des mécanismes photorespiratoires chez toutes les espèces végétales (Wingler et 

al., 2000). 

 

2- Le NAD(P)/H et le métabolisme azoté 
 

 

 En plus de la lumière, de l’eau et du CO2, les éléments minéraux sont requis 

pour la croissance et le développement des plantes. Parmi les éléments minéraux, 

l’azote est sans doute le plus essentiel puisqu’il est utilisé pour la synthèse des 

acides aminés qui sont les briques de construction des protéines, des nucléotides, 

de la chlorophylle et de nombreux autres métabolites et composants cellulaires (Taiz 

& Zeiger, 2008). L’azote est donc requis en grandes quantités afin de permettre aux 

plantes d’enrichir la synthèse de squelettes carbonés en molécules plus complexes 
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indispensables à la production de biomasse. Comme nous le verrons ci-dessous, les 

nucléotides à pyridine jouent ici encore un rôle déterminant dans l’assimilation de 

l’azote par les plantes et participent à la coordination étroite des métabolismes 

carboné et azoté nécessaire à une croissance harmonieuse des plantes. 

 

 Dans la section précédente, nous avons vu que la photorespiration implique 

un recyclage du carbone assez complexe et nécessite aussi le recyclage de 

l’ammonium provenant de la décarboxylation de la glycine. Cette dernière réaction 

est catalysée par la glycine décarboxylase ou GDC (EC 1.4.4.2 ; Keys et al., 1978). 

L’ammonium produit par la GDC est assimilé au niveau du cycle GS/GOGAT dans le 

chloroplaste sous forme de glutamate par l’utilisation de deux enzymes localisées à 

la fois dans le chloroplaste et dans la mitochondrie : la GS (GS2), et la GOGAT, 

majoritairement la Fd-GOGAT (GLU1) et de façon minoritaire la NADH-GOGAT 

(Hayakawa et al., 1994; Taira et al., 2004; Jamai et al., 2009) (Figure 22). Le flux 

métabolique de la photorespiration est très important et la conversion mitochondriale 

de la glycine vers la sérine produit beaucoup d’ammonium, jusqu’à 10 fois plus que 

n’en produit l’assimilation primaire de l’azote (Keys et al., 1978; Rachmilevitch et al., 

2004). Ce processus qui est encore appelé cycle de l’azote photorespiratoire (Keys 

et al., 1978) (Figure 22) utilise les mêmes isoformes de GS et GOGAT que celles 

impliquées dans l’assimilation primaire de l’ammonium (Hirel & Lea, 2002). En 

générant du NADH dans les mitochondries, ce processus peut contribuer à 

l’augmentation du pool de NADH dans le cytosol à la lumière. 

 

 Toutes les plantes ont la capacité de réaliser l’assimilation primaire des 

nitrates. Cette assimilation débute par la réduction des nitrates en nitrites catalysée 

par la nitrate réductase (NR, EC 1.7.1.1), réduction qui nécessite du NADH (Miflin, 

1970; Vincentz & Caboche, 1991) et pour certaines isoformes du NADPH (NR-

NADPH, EC 1.7.1.3 ; Savidov et al., 1998). La NR est régulée d’une manière très 

complexe, permettant d’engager de manière contrôlée, en réponse à des signaux de 

l’environnement, la réduction des nitrates en étroite coordination avec l’assimilation 

du carbone. En général, elle est coordonnée avec la photosynthèse et est régulée 

par différents facteurs comme la teneur en nitrates, la lumière, la disponibilité en O2 

et en CO2  (Campbell et al., 1988; Faure et al., 1991; Vincentz & Caboche, 1991). La 
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capacité des chloroplastes et des mitochondries à délivrer des équivalents 

réducteurs au cytosol peut influencer le taux d’assimilation des nitrates (Krömer & 

Heldt, 1991; Hanning & Heldt, 1993). A l’inverse, une faible photosynthèse peut 

limiter l’activité NR par une baisse de la disponibilité en réducteurs (NADH) et par 

une inactivation post-traductionnelle de l’enzyme (Kaiser et al., 2000; Kaiser et al., 

2002). La présence d’une nucléotide pyrophosphatase (EC 3.6.1.9) physiquement 

associée à la NR chez Brassica oleracea suggère un contrôle étroit des teneurs en 

NADH au voisinage même de l’enzyme afin de moduler son activité (Moorhead et al., 

2003). 

Comme décrit précédemment dans ce chapitre, les teneurs et l’état rédox des 

nucléotides à pyridine contrôlent étroitement les activités des grandes voies des 

métabolismes carboné et azoté. Réciproquement, l’activité métabolique module les 

teneurs en NAD(P)/H et répond aux conditions de l’environnement. L’un des 

concepts principaux de l’intégration des métabolismes azoté et carboné chez les 

plantes repose sur leur utilisation des équivalents réducteurs et d’ATP. En effet, il est 

admis que l’assimilation de nitrate est forte consommatrice de pouvoir réducteur, 

alors que la fixation du CO2 nécessite plus d’ATP que de pouvoir réducteur. Dans ce 

cas, l’ATP est aussi fourni par les autres compartiments subcellulaires, notamment la 

respiration mitochondriale, alors que le pouvoir réducteur consommé dans le cytosol 

par la nitrate réductase est en partie fourni par une sortie d’équivalents réducteurs 

des plastes et de la mitochondrie. Pour résumer, on peut dire que la fixation du 

carbone consomme trois fois plus d’ATP que l’assimilation des nitrates et que 

l’assimilation des nitrates consomme trois fois plus de pouvoir réducteur que la 

fixation du CO2 en trioses phosphates (Woo et al., 1985; Noctor & Foyer, 1998). 

  Plusieurs études indiquent que les niveaux de NAD(H) jouent un rôle dans 

l’intégration des métabolismes carboné et azoté, notamment celles abordant l’étude 

des mutants du complexe I mitochondrial comme le mutant CMS II de tabac (Dutilleul 

et al., 2005; Hager et al., 2010; Podgórska et al., 2014). L’arrêt de l’oxydation du 

NADH par le complexe I entraîne une activation des NAD(P)H déshydrogénases et 

conduit à un phénotype de plantes riches en azote. Celles-ci présentent une 

augmentation générale des teneurs en acides organiques et acides aminés, en 

particulier des amines (Dutilleul et al., 2005; Hager et al., 2010). En effet, une plus 

forte assimilation des nitrates est observée chez CMSII (Dutilleul et al., 2005; Pellny 



Introduction	
 

82 
 

et al., 2009). On retrouve chez les mutants du complexe I d’autres caractéristiques 

typiques du statut riche en N : répression de la croissance des racines latérales, 

répartition altérée de la biomasse entre les racines et les parties aériennes en 

réponse à la disponibilité en azote (Pellny et al., 2008). D’autres exemples montrent 

que la nutrition azotée, qui constitue un puits de pouvoir réducteur majeur dans les 

plantes, influe fortement sur le métabolisme carboné. Ainsi lorsque l’alimentation 

azotée repose sur l’ammonium, la teneur en NADH, qui n’est plus utilisé pour 

l’assimilation des nitrates, augmente. Les plantes augmentent alors l’activité de leurs 

voies respiratoires alternes (NAD(P)H déshydrogénases, AOX et les protéines de 

découplage) (Escobar et al., 2006), non génératrices d’ATP, ce qui aboutit à une 

moindre croissance des plantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22. Schéma simplifié des voies du métabolisme carboné en C2. ADP, adénosine 

diphosphate ; ATP, adénosine tri-phosphate ; GOX, glycolate oxydase ; NAD est indiqué pour NAD+ ; 

SHMT, sérine hydroxy-méthyltransférase ; THF, tétrahydrofolate (D’après Buchanan et al., 2000). 
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L’un des mécanismes permettant de rééquilibrer les ratios ATP/NAD(P)H 

entre compartiments repose sur le fonctionnement de transporteurs d’acides 

organiques comme la valve malate. Lorsque celle-ci est supprimée, cela est létal 

(Selinski et al., 2014). Par contre lorsque la capacité de la valve malate est 

simplement limitée, cela induit une augmentation de l’assimilation de l’azote et de la 

glycolyse au sein du compartiment plastidial, en accroissant les activités Fd-GOGAT, 

NADH-GOGAT et NAD-GAPDH plastidiale, ce qui potentiellement rééquilibre les 

ratios ATP/NAD(P)H à l’intérieur du chloroplaste (Selinski et al., 2014). Donc la valve 

malate défectueuse est  compensée par une augmentation de la glycolyse plastidiale 

pour couvrir la demande plastidiale d’ATP. Autrement, il y aurait trop de NADPH 

dans le plaste qui bloquerait la chaîne de transfert d’électrons et donc la génération 

d’ATP nécessaire à la fixation du carbone (Selinski et al., 2014; Selinski & Scheibe, 

2014). 

 

C- Le rôle du NAD(P)/H dans les processus développementaux 
 

 Le développement des plantes est caractérisé par l’apparition de nouveaux 

organes et détermine des évènements qualitatifs, repérables dans le temps et 

soutenus par des processus métaboliques. Qui dit processus métaboliques dit 

implication de cofacteurs essentiels comme le NAD(P)/H qui leur est indispensable. 

C’est ainsi qu’on va retrouver des teneurs en nucléotides à pyridines très variables 

selon les organes sur une même plante, et que ces teneurs évoluent en fonction de 

l’âge des organes étudiés. Les teneurs variables en différents types de nucléotides à 

pyridine permettraient d’associer les nécessités physiologiques d’un programme 

développemental avec les activités métaboliques qui les sous-tendent. Les teneurs 

en ces cofacteurs et leur état rédox varient non seulement selon les organes, mais 

aussi selon leur âge, suggérant une étroite implication des niveaux de nucléotides à 

pyridine avec les processus d’organogénèse et de vieillissement des organes 

(Yamamoto, 1963). C’est ainsi que l’on mesure dans les organes de stockage 

comme les cotylédons ou l’albumen des niveaux de NAD+ très élevés, alors que les 

niveaux de NADP(H) et le ratio NADP/NAD sont faibles. A l’inverse, dans les tissus 

en croissance active, le ratio NADP / NAD est élevé. Dans les organes floraux 

d’Arabidopsis thaliana on observe aussi une très forte accumulation de NAD(P)(H) 

dans le pollen alors que de très faibles teneurs sont mesurées dans les pétales et le 
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pistil (Hashida et al., 2013a). Avec l’âge de la plante on observe plutôt une 

modification de l’état rédox du NADP (Wang & Pichersky, 2007). Par exemple les 

ratios NADPH/NADP+ diminuent avec l’âge tant dans les cotylédons, les hypocotyles, 

les racines, les feuilles et les fleurs (Yamamoto, 1963; Queval & Noctor, 2007; Wang 

& Pichersky, 2007). 

 

1- Le rôle du NAD dans la germination des graines 
 

 La germination est la naissance d’une plantule à partir d’une graine, qui se 

caractérise par le passage de la vie latente de la graine à une vie active, sous l’effet 

de facteurs favorables. C’est un processus physiologique qui commence par le début 

de l’hydratation de la semence et qui finit par la croissance de la radicule (Evenari et 

al., 1966). Ainsi, une semence a germé lorsque la radicule a percé le tégument de la  

graine (Come, 1970). Des évènements métaboliques majeurs ont lieu durant la 

germination, impliquant les pools de nucléotides libres. 

 

En effet, la percée radiculaire, qui est précédée d’une forte consommation 

d’ATP, se caractérise par une forte augmentation des teneurs en NADP(H) et une 

consommation des pools de NAD(H) (Brown, 1965). Puisque le ratio 

NADP(H)/NAD(H) diverge fortement entre graines non-dormantes et dormantes 

(Gallais et al., 1998), et alors que les teneurs en NADP sont difficiles à mesurer pour 

des graines dormantes, les mesures en NAD sont parfois utilisées comme indicateur 

de la profondeur de dormance des graines (Hunt & Gray, 2009). Chez les gaines 

non-dormantes d’Arabidopsis thaliana, l’augmentation du ratio NADP(H)/NAD(H) 

s’accompagne d’une forte élévation des activités NAD kinases, alors que chez les 

graines dormantes les NADP phosphatases sont très actives (Hunt & Gray, 2009). 

Dans les graines dormantes d’avoine (Avena sativa), on retrouve également une 

forte activité NADP phosphatase (Gallais et al., 2000). 

 

 La baisse des teneurs en NAD observée à la germination peut être aussi due 

aux activités nicotinamidases. Il est en effet observé chez des mutants d’insertion 

ADN-T d’Arabidopsis thaliana, que la mutation du gène nic2 inhibe la germination. 

Cette inhibition pourrait être due à l’accumulation de nicotinamide inhibant les PARP, 
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ainsi qu’à l’accumulation de NAD+ dans les graines (Hunt et al., 2007). En effet, en 

traitant des semences avec les différents nucléotides à pyridine, il a été démontré 

que les formes oxydées NAD+ et aussi NADP+ inhibaient la germination de 

semences d’Arabidopsis thaliana (Hunt et al., 2007). 

 

 

 D’autre part, chez des graines en germination, il peut être observé une 

remobilisation des réserves en nucléotides à pyridine comme c’est le cas pour la 

trigonelline. En effet l’activité trigonelline déméthylase est induite pendant la 

germination de graines de café et de haricot mungo, cela s’accompagnant d’une 

baisse de l’activité trigonelline synthase et concomitamment des stocks de 

trigonelline dans les graines (Shimizu & Mazzafera, 2000; Zheng et al., 2005). Il 

semble donc que, pendant la germination, le NAD soit remobilisé, probablement pour 

permettre un redémarrage du métabolisme et répondre à des besoins comme la 

production de ROS qui intervient dans les processus de signalisation requis à 

l’émergence radiculaire, comme la signalisation ABA, la signalisation calcique et la 

signalisation rédox (Oracz et al., 2009; El-Maarouf-Bouteau et al., 2014). La 

production de ROS dépendante du NADPH semble en effet indispensable au 

déclenchement de la germination puisque l’absence de la NADPH oxydase de type B 

et de la production de ROS qui lui est associée empêche chez Arabidopsis thaliana 

les graines de germer (Müller et al., 2009). 

 

2- Le rôle du NAD(P)(H) dans la reproduction sexuée 
 

 Au cours de la transition florale, le méristème apical passe d’un stade végétatif 

à un stade d’inflorescence. Cet évènement est indispensable à la formation des 

appareils reproducteurs et nécessite l’intervention d’un panel de gènes et de 

réactions impliquant de nouvelles biosynthèses et le métabolisme rédox. 

 

 En effet, chez l’épinard (Spinacia oleracea) cultivé en jours longs, la transition 

florale s’accompagne d’une déplétion du pool de nucléotides à pyridine (Bonzon et 

al., 1983). De même chez Arabidopsis thaliana, les pools de NAD foliaires 

augmentent fortement lors de la transition florale et ce jusqu’au déclenchement de la 

floraison. Le NADP suit le même profil que celui du NAD, mais avec des teneurs plus 
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faibles par rapport au NAD (Figure 23) (Queval & Noctor, 2007). Une fois la floraison 

initiée, les teneurs en NAD s’effondrent dans les feuilles de rosette (Queval & Noctor, 

2007b). Dans les plantes en fleurs, les teneurs en NAD+ des fleurs sont trois fois plus 

élevées que dans les feuilles de rosette (Wang & Pichersky, 2007). L’ensemble de 

ces données suggère une remobilisation des pools de NAD+ foliaires vers les 

organes reproducteurs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Evolution des niveaux de NAD et NADP dans les feuilles d’Arabidopsis thaliana au 

cours du développement (d’après Queval & Noctor, 2007). 

 

 L’état rédox des nucléotides à pyridine semble également jouer un rôle dans 

la transition florale. Ainsi, chez Nicotiana sylvestris, l’augmentation du ratio 

NADPH/NADP+ provoqué par une diminution de l’activité dune NADPH 

déshydrogénase 1 mitochondriale (NDB1), entraîne une induction florale associée à 

l’expression de gènes présents dans les méristèmes floraux (Liu et al., 2009b), 

probablement en lien avec un métabolisme rédox altéré (Kocsy et al., 2013). Chez 
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Arabidopsis thaliana, il est également observé une augmentation d’un facteur trois du  

ratio NAD+/NADH par rapport à celui des feuilles de rosette, et d’un facteur deux pour 

le ratio NADP+/ NADPH (Wang & Pichersky, 2007). Si la signification physiologique 

de cette observation n’est pas clairement établie, il est possible que l’état rédox du 

pool de NAD et du NADP joue un rôle dans la physiologie des organes 

reproducteurs. 

Effectivement, les niveaux de NAD+ participeraient au destin du grain de 

pollen en régulant négativement la germination puisque des pollens de plante ayant 

25% de NAD en moins germent prématurément (Hashida et al., 2013a ; Hashida et 

al., 2013b). Par ailleurs, on constate une très forte augmentation des teneurs en 

NAD(P)H lors de la germination du grain de pollen et la progression du tube 

pollinique (Cárdenas et al., 2006). Le NAD qui est accumulé dans le grain de pollen 

diminue lors de la germination (Hashida et al., 2013a) et il est alors observé une 

production de NAD(P)H dans la région subapicale du tube pollinique en croissance 

(Cárdenas et al., 2006). Cette production de NAD(P)H est associée à une forte 

production de ROS en présence d’une forte densité de mitochondries (Cárdenas et 

al., 2006). Les fortes teneurs en NAD dans les tubes polliniques en croissance 

résultent probablement d’une biosynthèse accélérée, puisqu’une forte activité 

NMNAT a été détectée dans les microspores au stade post-méiotique en 

développement chez Arabidopsis thaliana (Figure 24; Hashida et al., 2007). Aussi, 

chez des mutants hétérozygotes nmnat, aux niveaux de NAD diminués de 25%, la 

croissance du tube pollinique est altérée, montrant l’importance de la biosynthèse du 

NAD pour la croissance du tube pollinique (Hashida et al., 2007). 

 

 

 

 

 

Figure 24: Représentation du rôle de l’homéostasie du NAD lors de la germination du pollen 

orthodoxe (d’après Hashida et al., 2013c). 
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Comme vu précédemment, la production abondante de NAD(P)H dans les 

régions subapicales des tubes polliniques en croissance co-localise avec une intense 

production de ROS. Des données transcriptomiques indiquent clairement la présence 

de NADPH oxydases (RbohH et RbohJ) dans le gamétophyte mâle (Sagi & Fluhr, 

2006). Chez Nicotiana tabacum, il a été montré que l’activité NAD(P)H oxydase 

jouerait un rôle important dans la croissance des tubes polliniques  (Potocký et al., 

2007; Marino et al., 2012). Les ROS produites massivement à l’apex des tubes 

polliniques par les NAD(P)H oxydases RbohH et RbohJ, activées de façon 

synergique par le calcium et par phosphorylation, coordonneraient l’expansion 

cellulaire au degré d’exocytoses nécessaires à la synthèse des parois, en limitant les 

poussées de croissance liées à la signalisation calcique (Lassig et al., 2014; Kaya et 

al., 2014) . 

 

3- Le rôle du NAD dans le développement racinaire 
 

 L’élongation des racines et des poils absorbants, qui est essentielle à 

l’absorption de l’eau et des éléments minéraux du sol, est conditionnée par une 

production de ROS dépendante des NADPH oxydases (Foreman et al., 2003; Torres 

& Dangl, 2005; Cárdenas, 2009; Centeno et al., 2011; Müller et al., 2012; Nestler et 

al., 2014). Comme pour les tubes polliniques en croissance, la production de ROS 

dans les poils absorbants est située à l’apex et induit l’activation de canaux calciques 

(Foreman et al., 2003; Cárdenas, 2009). Comme pour le pollen, les oscillations de 

taux de croissance sont synchronisées avec des oscillations calciques, de pH et de 

ROS (Monshausen et al., 2007; Monshausen et al., 2009). Les NADPH oxydases 

génèrent des ROS qui permettent un remodelage de la paroi cellulaire dans les 

cellules en croissance (Monshausen et al., 2007). Les NADPH oxydases initient la 

production de ROS apoplastique, laquelle est amplifiée chez Zea mays par des 

peroxydases qui utilisent du NADH et du peroxyde d’hydrogène comme substrat 

(Liszkay et al., 2004). Chez Phaseolus vulgaris, l’activité des NADPH oxydases est 

nécessaire à la production de ROS répondant aux facteurs Nod ce qui induit une 

courbure spécifique du poil absorbant suivi d’un arrêt de la croissance momentané 

ou local (Cárdenas et al., 2008). Enfin, le développement de racines latérales 

semblerait impliquer les NADPH oxydases en réponse à une signalisation 

dépendante de l’auxine (Gibson et al., 2012; Müller et al., 2012). 
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D- Le NAD dans les  réponses aux contraintes de l’environnement 

 

 En plus de leurs rôles développementaux, les évènements consommant du 

NAD sont connus pour jouer un rôle dans les réponses aux stress 

environnementaux. On distingue traditionnellement deux types de stress qui vont 

influencer négativement la croissance de la plante : (i) les stress biotiques, qui 

résultent de l’action d’organismes vivants et qui portent préjudice à la plante, tels que 

les attaques de bactéries et de champignons pathogènes, l’action des ravageurs où 

de l’homme, et (ii) les stress abiotiques, qui peuvent être d’origine physique 

(températures extrêmes, manque d’eau, manque d’oxygène, excès ou insuffisance 

de lumière), ou d’origine chimique (carence ou excès en éléments minéraux, pH du 

sol, ozone, substances chimiques toxiques). 

 

1- Le rôle du NAD dans les réactions de défense face aux pathogènes 
 

 Les agressions provoquées par les agents pathogènes, bactéries, 

champignons, ravageurs ou virus, peuvent entraîner des pertes considérables en 

rendement. Parmi les stratégies mises en place par les plantes pour se défendre, le 

métabolisme du NAD y joue un rôle central par le contrôle qu’il exerce sur le statut 

oxydoréductif des cellules et ses fonctions de signalisation cellulaire. Des 

modulations des niveaux de NAD ont été observés dans les plantes soumises aux 

attaques d’agents pathogènes (Pétriacq et al., 2012; Pétriacq et al., 2013). Par 

exemple chez l’orge, l’infection par Blumeria graminis (ex Erysiphae graminis) var 

hordei, agent pathogène responsable de l’oïdium chez les céréales, s’accompagne 

d’une augmentation des niveaux de NAD+ et d’une redistribution du NADP+ des 

plastes vers le cytosol (Ryrie & Scott, 1968).  

  

Les ROS produits par les NADPH oxydases participent à la réponse 

immunitaire des plantes. De très nombreuses études ont mis en évidence une 

participation active des NADPH oxydases, principalement de type D et F, en 

association avec des niveaux élevés en NAD, dans la réponse des plantes aux 

attaques pathogènes (Torres et al., 2002; Yoshie et al., 2002; Yoshioka et al., 2003; 

Torres et al., 2005; Fagard et al., 2007; Zhang et al., 2007; Asai et al., 2008; Galletti 
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et al., 2008; Alkan et al., 2009; Belhaj et al., 2009; Lherminier et al., 2009; Pogány et 

al., 2009; Asai et al., 2010; Mersmann et al., 2010; Perchepied et al., 2010; Proels et 

al., 2010; Chaouch et al., 2012). Dans la plupart des situations, une diminution de 

l’expression des NADP oxydases entraine une baisse de la production de ROS, ce 

qui altère la mise en place de la mort cellulaire mise en place pour bloquer la 

prolifération de l’agent pathogène (Marino et al., 2012). Alors que certains 

pathogènes, les nécrotrophes, bénéficient d’une production de ROS dépendante des 

NADPH oxydases pour se développer (Botrytis cinerea et Alternaria brassiciola ; 

Pogány et al., 2009; Asai et al., 2010), dans la majorité des cas la production de 

ROS se fait au détriment du pathogène car elle l’empêche de progresser (Marino et 

al., 2012). De l’ensemble de ces études, deux rôles se distinguent pour la production 

de ROS dépendantes des NADPH oxydases, (i) un rôle dans les défenses basales 

(ou principalement PTI pour « PAMP-triggered immunity ») qui limitent l’étendue de 

la maladie (Zhang et al., 2007; Galletti et al., 2008), et (ii) un rôle dans la 

reconnaissance spécifique d’effecteurs pathogènes qui provoque une réaction 

d’hypersensibilité entrainant la mort cellulaire, dans le but de bloquer la progression 

de l’agent pathogène et le détruire (Torres et al., 2002; Yoshie et al., 2002). 

 

L’implication des ROS est généralement associée à des niveaux de NAD plus 

élevés suggérant une participation des voies de biosynthèse dans la réponse aux 

agents pathogènes (Ryrie & Scott, 1968; Dutilleul et al., 2003b). C’est ainsi que la 

surexpression d’une réductase NADPH-dépendante (NADPH-dépendante HC-toxine 

réductase), impliquée dans la neutralisation d’une toxine pathogène chez le riz, 

entraîne une forte élévation des teneurs en nucléotides à pyridine qui résulte de 

l’augmentation des activités NAD synthétase et NAD kinase, rendant la plante moins 

sensible à l’attaque de la bactérie pathogène produisant la toxine (Hayashi et al., 

2005). Chez Arabidopsis thaliana, en conditions d’interactions compatibles ou 

incompatibles avec Pseudomonas syringae pv tomato, l’expression du gène NAD 

kinase 1 est fortement induite, probablement pour permettre une synthèse de 

NADPH dans le compartiment cytosolique (Berrin et al., 2005). Chez le tabac, les 

blessures provoquées par des ravageurs induisent la synthèse de nicotine, dérivé du 

NAD, laquelle est induite par une surproduction de QPT (Baldwin & Ohnmeiss, 1993; 

Sinclair et al., 2000). Un système inductible d’enrichissement en NAD en 

surproduisant la QPT d’Escherichia coli, nadC, chez Arabidopsis thaliana, a permis 
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de mettre en évidence l’implication d’une augmentation de la biosynthèse du NAD 

dans la résistance des plantes à Pseudomonas syringae pv. tomato-AvrRpm1 (Pst-

AvrRpm1). Cette résistance dépendante du NAD est associée à l’induction de gènes 

marqueurs de la voie SA comme PR1 et ICS1 et une accumulation d’acide 

salicylique libre (Pétriacq et al., 2012; Pétriacq et al., 2013). Ces résultats sont en 

accord avec les travaux de Zhang et Mou qui ont montré qu’une application de NAD 

extracellulaire induit une meilleure résistance des plantes à Pseudomonas via une 

voie dépendante de l’acide salicylique (Zhang & Mou, 2009; Zhang & Mou, 2012). 

Dans l’étude menée sur les plantes surexprimant nadC, il a également été montré 

une forte induction des transcrits aspartate oxydase (AO) en réponse à l’infection par 

Pst (Pétriacq et al., 2012). Ces observations sont corroborées par les données 

fournies par Genevestigator qui montrent une régulation transcriptionnelle de 

l’enzyme en réponse à diverses infections bactériennes (Zimmermann et al., 2004). 

L’AO a sans doute une importance particulière dans la production de NAD en 

réponse aux stress biotiques puisqu’on retrouve cette enzyme au sein d’un cluster de 

gènes de résistance chez Phaseolus vulgaris (David et al., 2009). Récemment, le 

laboratoire de Cyril Zipfel a confirmé l’implication de l’AO dans la réponse des 

plantes à la bactérie phytopathogène Pst. Un mutant ADN-T de l’AO, appelé fin4 

(pour « flagellin-insensitive 4 »), est sévèrement affecté dans l’accumulation de ROS 

en réponse à l’éliciteur flg22 chez Arabidopsis thaliana (Macho et al., 2012). L’AO est 

nécessaire à l’accumulation de ROS dépendante de la NADPH oxydase D requise 

pour la fermeture des stomates en réponse aux PAMP (Macho et al., 2012). 

 

 Le clivage du NAD participe aussi aux interactions plantes-agents 

pathogènes. C’est ainsi que chez un mutant d’insertion ADN-T Sirt2 d’une Sirtuine 

d’Arabidopsis thaliana, on observe l’induction de l’expression du gènes PR1 et  des 

gènes de la voie de biosynthèse de l’acide salicylique (SA) comme PAD4, EDS5 ou 

SID2, ce qui les rend plus résistances à l’infection par Pst (Buck et al., 2004; Wang et 

al., 2010). A l’opposé, des plantes surproduisant Sirt2 montrent une plus grande 

sensibilité à Pst  corrélée à une diminution des niveaux de SA. SIRT2, en 

consommant le NAD régulerait négativement les réponses basales des plantes en 

réponse à la bactérie phytopathogène Pst. D’autres résultats suggèrent un rôle de la 

polyADP-ribosylation (PAR) dans l’immunité des plantes. Par exemple, le traitement 

de plantules d’Arabidopsis thaliana par le 3-AB (3-aminobenzamide), un inhibiteur 
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des PARP, déclencherait l’induction des voies métaboliques secondaires liées aux 

réactions de défense ainsi que la production de ROS et un dépôt de callose en 

réponse à des effecteurs comme flg2 et efu18 (Adams-Phillips et al., 2010). Des 

mutants PARG d’Arabidopsis thaliana sont en outre plus sensibles à l’infection par 

Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise, en raison probablement de leur 

limitation à recycler des polymères d’ADP-ribose en NAD (Adams-Phillips et al., 

2010). Plusieurs études montrent une implication de la protéine AtNUDT7 codant une 

NUDIX hydrolase dans la résistance aux stress biotiques (Bartsch et al., 2006; Ge et 

al., 2007; Adams-Phillips et al., 2008). AtNUDT7 est une glycohydrolase disposant 

d’une activité ADP-ribose pyrophosphatase. Le mutant Atnudt7 est plus résistant à 

l’infection par Pst (Jambunathan et al., 2010) ainsi qu’à l’oomycète 

Hyaloperonospora arabidopsidis (Bartsch et al., 2006). Cette résistance s’expliquerait 

par le fait que le mutant nudt7 a des niveaux de NAD(P)H élevés et accumule des 

ROS, ce qui le rendrait davantage résistant aux agents pathogènes (Jambunathan et 

al., 2010). Une fois encore, ces résultats mettent en évidence l’impact négatif 

qu’exercent les enzymes de clivage du NAD sur la résistance des plantes aux stress 

biotiques. 

 

2- Le rôle du NAD(P)/H dans la réponse aux stress abiotiques 
 

Plusieurs publications pointent un rôle de la concentration en NAD et des 

métabolites qui lui sont associés dans la résistance des plantes aux stress comme 

l’analyse de plantes  de tabac déficientes en complexe I mitochondrial. Ces plantes 

qui respirent via des déshydrogénases alternes ont leur croissance réduite par leur 

respiration, mais leur résistance aux stress abiotiques est augmenté (Dutilleul et al., 

2003b). Cette plus forte résistance s’accompagne d’une augmentation des teneurs 

en NAD+ et NADH sans modification appréciable des teneurs en NADP+, NADPH, 

H2O2, ascorbate ou glutathion (Dutilleul et al., 2003a; Dutilleul et al., 2003b; Dutilleul 

et al., 2005). Le maintien d’un niveau élevé d’antioxydants semble aussi un facteur 

prévenant l’apparition des lésions liées au froid chez le pois ou des plantes de blé 

soumis à la sécheresse (Kuraishi et al., 1968; Maciejewska & Kacperska, 1987; 

Zagdanska, 1990; Zagdanska & Kozdoj, 1994). 
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Les enzymes PARP qui sont induites par les stress sont des consommateurs 

majeurs de NAD puisque ces enzymes transfèrent des unités d’ADP-ribose aux 

protéines, libérant du nicotinamide et formant de longues chaînes d’ADP-ribose 

toxiques et induisant la mort cellulaire (Andrabi et al., 2006) avec une déplétion 

simultanée de l’ATP (Amor et al., 1998). Des lignées RNAi avec des niveaux 

d’activité PARP diminués ont une meilleure efficacité d’utilisation énergétique (EUE 

pour « Energy Use Efficiency ») en réduisant leur respiration mitochondriale et leur 

niveau de ROS, ce qui en fin de compte augmente leur tolérance aux stress 

abiotiques (De Block et al., 2005). Les transcrits PARP1 et PARP2 s’accumulent en 

réponse à des stress génotoxiques comme les rayons gamma et les ROS (Amor et 

al., 1998; Babiychuk et al., 2001; Doucet-Chabeaud et al., 2001). Il semble que selon 

la gravité des dommages causés par le stress, les PARP peuvent protéger ou 

aggraver les dommages à l’ADN (Briggs & Bent, 2011). Une faible activation des 

PARP conduirait à une protection alors qu’une forte activation conduirait à la mort 

cellulaire (Amor et al., 1998; Ogawa et al., 2009). Bien que les mécanismes restent 

incertains, le niveau de  polyADP-ribose, synthétisé à partir du NAD est proportionnel 

à la sévérité du stress (Leist et al., 1997; Ha & Snyder, 1999). Il est intéressant de 

noter qu’une diminution des PARP augmente la tolérance au stress, possiblement en 

raison d’une diminution de la consommation de NAD (De Block et al., 2005). La 

diminution de la consommation de NAD pourrait influencer le métabolisme et la 

transduction de signaux comme ceux liées à l’ABA (Vanderauwera et al., 2007). En 

effet, la synthèse d’ABA consomme du NADP(H) (Barrero et al., 2005; Gonzalez-

Guzman et al., 2012). Les autres enzymes consommant le NAD sont aussi 

impliquées dans la réponse aux stress abiotiques. Ainsi, des plantes de riz qui 

surexpriment une Sirtuine SRT2 de riz, OsSRT1, sont rendues plus résistantes au 

stress oxydant alors qu’une sous-expression du même gène induit la mort cellulaire, 

probablement en lien avec une activation des éléments transposables (Huang et al., 

2007). Chez Arabidopsis thaliana, GFG1 (pour « growth factor gene 1 ») est une 

Nudix hydrolase porteuse de l’activité ADP-ribose pyrophosphatase. Elle est 

essentielle à la réponse aux stress abiotiques, probablement parce qu’elle dégrade 

les polymères d’ADP-ribose formés pendant les stress (Jambunathan & Mahalingam, 

2006). 
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 Le NADPH est un important porteur de pouvoir réducteur en particulier pour 

les systèmes de défense antioxydants. Chez le riz, les différentes NAD kinases sont 

induites de façon variable par de multiples stress abiotiques et les promoteurs des 

gènes NAD kinase comportent des domaines répondant à la chaleur, la sécheresse 

(Li et al., 2014). Chez Arabidopsis thaliana, le NADPH cytosolique est produit par la 

NAD kinase 3 (Chai et al., 2006), et un mutant pour cette NADK3 rend les plantes 

plus sensibles au stress oxydant. Les  NAD kinase cytosoliques 1 et 3 sont induites 

par l’exposition aux stress abiotiques comme les stress induits par le méthyle-

viologène, une forte salinité ou un choc osmotique (Berrin et al., 2005; Chai et al., 

2006). Chez le pois, l’activité NAD kinase calmoduline (CaM)-dépendante est connue 

pour être induite par un stress froid (Ruiz et al., 2002). Une plus forte sensibilité aux 

stress oxydants a été observée dans des plants déficients en NAD kinases (Berrin et 

al., 2005; Chai et al., 2005; Chai et al., 2006) en réponse à la salinité et la 

sécheresse (Zagdanska, 1990). 

 Parce que le générateur majeur de ROS chez les plantes est l’activité NADPH 

oxydase, les niveaux de NADPH peuvent être limitants pour la génération de ROS 

dans certains cas (Torres et al., 2002; Kawai & Murata, 2008). Une étude a montré 

que chez des plantes de tomates les NADPH oxydases sont impliquées dans la 

réponse aux blessures (Sagi & Fluhr, 2006). Une autre étude a montré que les 

NADPH oxydases sont nécessaires à la génération rapide et systémique de ROS 

induite par des blessures et que les ROS s’accumulent dans l’apoplaste des cellules 

à distance du site de blessure, suggérant que les NADPH oxydases sont impliquées 

dans la propagation des ROS (Miller et al., 2009). Les NADPH oxydases sont aussi 

impliquées dans la cascade de signalisation induite par la stimulation mécanique des 

poils absorbants (Monshausen et al., 2009). Il a été montré que l’ABA induisait 

l’expression des NADPH oxydases D et F pendant un stress osmotique dans les 

cellules de garde et que ces NADPH oxydases étaient indispensables à la fermeture 

des stomates ABA-dépendante et aussi influencée par les brassinostéroïdes (Kwak 

et al., 2003; Xia et al., 2009). La NaMNAT est aussi fortement exprimée dans les 

cellules de garde des stomates afin de fournir le NAD(P)/H en quantité suffisante 

pour produire des ROS via les NADPH oxydases. La sous-expression de la NaMNAT 

entraîne des niveaux de NAD et de ROS insuffisants pour assurer la fermeture des 

stomates (Hashida et al., 2010). En outre, la quantité de NAD produite sous l’action 
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de la NaMNAT permet de protéger les cellules du stress oxydant généré par la 

signalisation dépendante de l’ABA dans les stomates (Hashida et al., 2010). Le NAD 

régénéré par la NaMNAT participe à la productions de ROS qui stimulent la 

production d’ABA (Kwak et al., 2003) laquelle active le clivage du NAD en cADPR. 

Ce dernier  déclenche une signalisation calcique indispensable à la fermeture des 

stomates  (Leckie et al., 1998; Allen et al., 2001).  

E- Le rôle central de l’homéostasie du NAD dans la croissance, le 

développement et la production de biomasse des plantes. 
 

 Comme nous l’avons vu ci-dessus, le métabolisme du NAD revêt une grande 

importance pour le métabolisme primaire des plantes et leur réponse aux contraintes 

de l’environnement. L’impact du métabolisme rédox et énergétique sur la productivité 

et la résistance des plantes aux stress est d’ailleurs bien connue (Nunes-Nesi et al., 

2005; Dobrota, 2006; Hashida et al., 2009). En conditions de stress, la plante puise 

dans son métabolisme énergétique alors que souvent la production énergétique est 

déjà affectée. En deçà d’un certain seuil, la croissance s’arrête, des lésions 

apparaissent et s’accumulent, pouvant conduire à la mort du végétal. Même si c’est 

la photosynthèse qui est à l’origine des squelettes carbonés et qui conditionne la 

productivité des plantes, c’est la respiration cellulaire qui convertit le carbone fixé en 

énergie qui est utilisée pour la croissance et le développement des plantes. Dans ces 

flux énergétiques le principal porteur rédox est le NAD. Cinq molécules d’ATP sont 

nécessaires à sa biosynthèse à partir de l’aspartate et au maximum trois sont requis 

pour son recyclage (Noctor et al., 2006; Hashida et al., 2009). Pour avoir une 

croissance et un développement normaux, les plantes contrôlent étroitement leurs 

niveaux de NAD (Titok et al., 1995; Wang & Pichersky, 2007). Lorsqu’elles sont 

exposées à des conditions environnementales conduisant à des stress oxydants, les 

PARP sont induites, consomment de grandes quantités de NAD et pourraient même 

moduler l’activité d’enzymes du métabolisme énergétique (De Block et al., 2005; 

Andrabi et al., 2014). Le maintien de l’homéostasie énergétique des plantes est 

probablement assuré par un contrôle de l’activité des PARP, une activation des voies 

de recyclage du NAD et une modulation du métabolisme respiratoire (Amor et al., 

1998; Dutilleul et al., 2003a; De Block et al., 2005; Hauben et al., 2009). En somme, 

une amélioration de l’homéostasie énergétique diminue la consommation nette 

énergétique lorsque les plantes sont soumises à des conditions défavorables. Cela 
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rapproche les plantes de leur potentiel de rendement, leur permet d’être plus flexibles 

face aux conditions environnementales et minimise les pertes (Figure 25). 

Cependant, le contenu énergétique des plantes n’est pas le seul facteur déterminant 

la productivité des plantes, puisqu’une large gamme de voies métaboliques est 

régulée par les teneurs et l’état rédox des nucléotides à pyridine et leurs dérivés et 

que d’autres mécanismes senseurs de l’état énergétique comme la kinase SnRK1 

régulent la transcription des gènes du métabolisme énergétique (Baena-González & 

Sheen, 2008). L’homéostasie et l’efficacité énergétique sont ainsi des déterminants 

majeurs du rendement des cultures. L’optimisation du métabolisme énergétique 

permettrait d’accroître les rendements actuels et potentiels des cultures (Figure 25). 

On peut se demander si des caractères aussi complexes que le rendement des 

plantes sont modifiables par la sur/sous expression de quelques voire d’un seul 

gène. Pour autant, certaines approches reposant sur l’expression d’un gène unique 

ont permis d’améliorer par exemple la résistance à la sécheresse (Yang et al., 2010) 

où la qualité nutritionnelle des grains (Avraham et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Les différents types de rendement et l'écart de rendement (D’après De Block & Van 

Lijsebettens, 2011). 
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Objectifs du travail de thèse 
 

Les données mentionnées précédemment font ressortir le NAD comme le 

métabolite « master », contrôlant l’homéostasie énergétique des plantes, contribuant 

à leur productivité ainsi qu’à leur résistance aux stress. Ceci reste néanmoins à 

démontrer, tant au laboratoire qu’en plein champ. 

 

L’état de la littérature pointe les voies de biosynthèse de novo et l’utilisation 

par les PARP comme éléments régulateurs principaux des teneurs en NAD(P) chez 

les plantes. Chez le tabac, la production de nicotine, dérivé du NAD et conditionnée 

par le niveau d’activité de la QPT,  il a dans un premier temps été envisagé de 

surproduire cette enzyme au laboratoire. D’autres équipes ont ciblé les enzymes 

NaMNAT et NAD kinases avec des résultats mitigés. La surexpression ectopique de 

la QPT au laboratoire a permis de surproduire de manière inductible du NAD dans 

des tissus végétaux mais dans des conditions non physiologiques, ne permettant pas 

d’en mesurer l’impact sur la productivité des plantes. Néanmoins, ces travaux ont 

démontré que le NAD était impliqué dans une signalisation dépendante de l’acide 

salicylique dans la défense des plantes faces aux agents pathogènes. La 

surproduction constitutive de la QPT dans son compartiment d’adressage naturel 

chez Arabidopsis thaliana n’a pas permis d’augmenter de manière significative les 

niveaux en NAD, laissant penser qu’une étape limitante en amont de la voie de 

biosynthèse de novo ou d’une des voies de recyclage contrôlerait la production du 

NAD chez les plantes. Effectivement, comme c’est le cas pour de nombreuses voies 

métaboliques, et à l’instar de ce qui se passe chez les bactéries dont la voie de 

biosynthèse de novo est similaire à celle des plantes, la première étape de la voie 

catalysée par l’aspartate oxydase (AO), semble exercer un contrôle de la production 

de NAD par les plantes. Les données transcriptomiques suggèrent une forte 

implication de cette enzyme en situation de stress et pour certains besoins 

développementaux (croissance des tubes polliniques), qui peuvent engendrer de 

fortes consommations de NAD. C’est pourquoi j’ai pensé réalisable de moduler les 

teneurs en NAD chez les plantes en ciblant cette étape enzymatique par des 

approches de génétique inverse. 
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 Une fois générées les lignées de plantes d’Arabidopsis aux teneurs en NAD 

constitutivement dérégulées, celles-ci seront caractérisées tant physiologiquement 

que biochimiquement en conditions optimales de croissance et en situation de stress. 

Cette approche permettra, outre de cerner l’importance de l’aspartate oxydase dans 

le contrôle de l’homéostasie énergétique des plantes, d’étudier de manière ciblée  

l’impact d’une dérégulation des niveaux de NAD chez Arabidopsis thaliana. Les 

plantes obtenues permettront de vérifier comment les teneurs en NAD impactent le 

métabolisme énergétique, les grandes fonctions du métabolisme primaire, la 

croissance et le développement des plantes et leur résistance aux contraintes de 

l’environnement. 
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Résultats 
 

 

Chapitre I 

Obtention de plantes d’Arabidopsis thaliana aux teneurs en NAD 

constitutivement altérées 

 

 Nous avons décidé ici de tester la potentialité de la L-aspartate oxydase (AO) 

à contrôler la biosynthèse du NAD, en transformant Arabidopsis thaliana avec une 

séquence codante de cette enzyme sous contrôle d’un promoteur fort constitutif, et 

aussi en obtenant des lignées mutantes d’insertions ADN-T pour le gène de l’AO. 

Nous avons réalisé une sélection des plantes suivie d’une brève caractérisation 

moléculaire et biochimique. Cela nous a permis d’avoir à disposition les outils 

biologiques répondant à la stratégie envisagée dans cette thèse pour altérer 

constitutivement  les teneurs en NAD chez les plantes. 

I- Production et caractérisation moléculaire des lignées transgéniques 

dérégulées pour la production d’AO chez Arabidopsis thaliana 

A- Obtention de plantes mutantes d’Arabidopsis thaliana homozygotes 

pour l’insertion de l’ADN-T dans le gène AO 

 Les lignées SAIL_1145_B10 (lignée mAO1) et  SALK_013920C (lignée 

mAO2) mutantes ADN-T portant l’insertion dans le dernier exon de la séquence 

codante du gène de la L-aspartate oxydase (AO, numéro d'accession At5g14760), 

ont été obtenues dans un fond génétique Columbia, à partir respectivement de la 

collection de Syngenta Biotechnology, Research Triangle Park, USA (SAIL pour 

« Syngenta Arabidopsis Insertion Library ») (Sessions et al., 2002) et de celle du 

Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, San Diego, USA (Alonso et al., 2003) 

(Figure 26 a).  Les mutants homozygotes pour ces insertions ADN-T, notés mAO1 et  

mAO2, ont été identifiés par criblage PCR sur ADN génomique extrait de plantules 

âgées de 15 jours (Figure 26). La présence des ADN-T a été vérifiée en utilisant les 

Chapitre I 

Obtention de plantes d’Arabidopsis thaliana aux teneurs en NAD 

constitutivement altérées 
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couples d’amorces LPmAO1/LBSAIL et LPmAO2/LBb1.3 (allèles muté, bord gauche 

de l'ADN-T) (Figure 26), les amorces LBSAIL et LBb1.3 s’hybridant sur l’ADN-T et 

les amorces LPmAO1 et LPmAO2 étant spécifiques au gène de l’AO. D'après la 

Figure 26 b & c, seules les lignées  mAO1 et  mAO2 présentent une bande 

d'amplification de respectivement  750 pb et 500 pb, confirmant l’insertion de l’ADN-T 

dans le génome. Les couples LPmAO1/RPmAO1 et LPmAO2/RPmAO2 (allèles 

sauvages) permettent quant à eux de tester l'intégrité du gène endogène At5g14760. 

Avec ces deux couples d’amorces, une bande de 1100 pb est observée uniquement 

chez les plantes sauvages notées Ctrl. Ce produit d'amplification est absent chez les 

deux mutants mAO1 et  mAO2, confirmant leur état homozygote (Figure 26 b & c).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26. Caractérisation moléculaire des mutants homozygotes d’insertion ADN-T pour la L-

aspartate oxydase. a) Carte du gène codant pour la L-aspartate oxydase, et position de l’ADN-T 

inséré dans le mutant de la lignée SALK_013920C et SAIL_1145_B10. b) Gel d’agarose 0,8 % de 

génotypage du mutant mAO1. LPmAO1, amorce sens ; RPmAO1, amorce reverse ; LBSail, amorce 

s’hybridant sur l’ADN-T M. marqueur de poids moléculaire. c) Gel d’agarose 0,8 % de génotypage du 

mutant mAO2. LPmAO2, amorce sens ; RPmAO2, amorce reverse ; LBb1.3, amorce s’hybridant sur 

l’ADN-T ; M. marqueur de poids moléculaire. 
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B- Surexpression constitutive de l'ADNc codant l’AO d'Arabidopsis thaliana 

 

L'ADNc (séquence codante, CDS) d'Arabidopsis thaliana codant pour la L-

aspartate-oxydase (L-AO) (ANNEXE 1) a été amplifié par PCR avec les amorces de 

séquences suivantes : amorce sens (GAG AGA CCC GGG ATG GCG GCT CAT 

GTT TCT AC) ; amorce reverse (GAG AGA CAG CTG AAT CGT TAG TTA TTC ACT 

CGA C). L’amplifiat a ensuite été sous-cloné entre les sites Sma1 et Sal1 du vecteur 

pCW162 binaire (Figure 27), sous le contrôle du promoteur CaMV35S, pour générer 

des plantes transgéniques sur-exprimant la L-aspartate oxydase. La cassette nptII de 

pCW162 a été utilisée pour la sélection des plantes transgéniques sur milieu 

contenant de la kanamycine. Le plasmide résultant a ensuite été utilisé pour la 

transformation stable de plantes d'Arabidopsis thaliana pour surexprimer le gène L-

AO, en utilisant la souche d'Agrobacterium tumefaciens GV3101. Les transformants 

primaires ont été sélectionnés sur milieu Murashige et Skoog contenant 50 mg.l-1 de 

monosulfate de kanamycine. Après environs 10 jours de culture in vitro (23°C, sous 

intensité lumineuse de 100 µmoles de photons.m-2.s-1), les plants résistants ont été 

transférés sur pot de terreau en chambre de culture jours longs (LD, régime jour/nuit 

de 16h/8h) afin d’obtenir des graines qui ont subi un nouveau régime de sélection. Le 

nombre de plantes transgéniques putatives a été noté pour sélectionner les lignées 

qui ont inséré une seule copie du transgène (rapport ¾ non-résistants, ¼ résistants). 

Les descendants ont été sélectionnés jusqu’à obtention de lignées stables 

homozygotes pour l’insertion ADN-T. 

  

Figure 27. Représentation schématique du 

vecteur utilisé pour la transformation des 

plantes  PCW162- gène AO. Construction 

utilisée pour l’obtention des plantes 

transgéniques 35S::AO. La séquence codante 

du gène AO a été clonée entre les sites de 

restriction Xba1 et Sma1, eux mêmes placés 

entre le promoteur (p35S) et le terminateur 

(Ter35S) du virus de la mosaïque du chou-

fleur (CaMV) présents dans le vecteur binaire 

pCW162. Les transformants sont résistants à 

la kanamycine (Kan). 
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C- Les niveaux de transcrits AO mesurés chez mAO1 et mAO2 sont 

drastiquement réduits 

 L’expression du gène de la L-aspartate oxydase a été examinée par qRT-PCR 

avec les amorces des séquences suivantes : amorce sens (GAT CGT TCA CCG 

TGC TGA TA) et amorce reverse (TGT GTT CAA GCC ATC CTG AG, conçues à 

partir de la séquence de l'ADNc correspondante (Figure 28). Une méthode de 

quantification relative a été appliquée en utilisant le gène ACT2 comme gène de 

référence. Les résultats, exprimés en pourcentage d'expression relative par rapport 

au Ctrl, indiquent une diminution drastique du niveau des messagers AO chez les 

mutants mAO1 et mAO2 par rapport au Ctrl (Figure 28). L'expression du gène AO 

n'est cependant pas nulle dans aucun des mutants, puisque nos données révèlent un 

niveau résiduel de l'ordre de 20 à 40 % chez ceux-ci (Figure 28).  

 

 

Figure 28. Mesure des niveaux de transcrits L-aspartate oxydase relatif à l’actine2 (Act2). Ctrl : 

lignée contrôle, mAO1 : mutant d’insertion homozygote ADN-T pour la L-aspartate oxydase, lignée 

SAIL_1145_B10, mAO2 : mutant d’insertion homozygote ADN-T pour la L-aspartate oxydase, lignée 

SALK_013920C, 35S::AO1 et 35S::AO2, lignées surexprimant l’AO. Les valeurs représentent les 

moyennes d’au moins trois séries de mesures indépendantes ± l’erreur standard. Les astérisques (*) 

indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 

pour le test t de Student. 
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D- Les lignées surpexpresseur 35S::AO ont des niveaux de transcrits AO 

fortement augmentés 

 Selon la procédure de qRT-PCR précitée, une mesure du niveau de transcrits 

spécifiques AO a été effectuée, et indique que les lignées surexpresseurs 35S::AO 

présentent toutes des niveaux de messagers AO augmentés. Les lignée 35S::AO1 et 

35S::AO2 (Figure 28) ont été retenues pour la suite de notre étude car elles 

présentent les plus hauts niveaux d'expression du gène AO (respectivement 40 et 20 

fois plus). 

II- Caractérisation biochimique des lignées sur- et sous-produisant l’AO 

 L’utilisation de techniques de génétique inverse nous a permis d’obtenir des 

plantes d’Arabidopsis thaliana aux niveaux d’expression de l’AO dérégulés. Nous 

avons alors mis au point une méthode originale permettant de mesurer chez ces 

plantes les contenus en AO. 

A- L’activité AO est corrélée à celle des transcrits chez les lignées 

transformées 

 A l’exception d’un exemple controversé dans lequel les auteurs attribueront 

ultérieurement leurs résultats à une activité glutamate-oxaloacétate transaminase 

(Hosokawa Y et al., 1983; Wilder et al., 1984), il n’existe aucune donnée de la 

littérature décrivant la mesure de l’activité AO chez des plantes. En effet, nous avons 

dans un premier temps réalisé des essais sur extraits de plantes basés sur des 

protocoles de mesure appliqués à l’AO bactérienne (Tedeschi et al., 2001; Rousset, 

2009), qui se sont avérés infructueux (réduction du cytochrome C ou oxydation de 

l’O-dianisidine). Nous avons donc opté pour une méthode de dosage par du 

phénolate de sodium et du nitroprussiate en spectrophotométrie à 635 nm, qui 

permet de révéler l’ammonium libéré par le produit de la réaction, l’iminoaspartate, 

qui est instable en solution aqueuse à pH physiologique (Figure 29). Un protocole 

détaillé de mesure est décrit dans la section intitulée « Matériels & Méthodes » plus 

après. Celui-ci a été inclus à la proposition de brevet déposé par le CNRS le 24 

février 2014 auprès de l’INPI (de Bont & Gakière, 2014). Comme attendu, l’activité 

extractible in vitro de l’AO suit la même tendance que le niveau d’expression du gène 

correspondant. Effectivement, l’activité AO extractible baisse fortement chez le 

mutant mAO, mais il subsiste une activité résiduelle d’environ 50% (de 15 nmoles 
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d’iminoaspartate.min-1.mg-1 de protéines ; Figure 29). La présence résiduelle de 

transcrits AO et d’activité enzymatique de l’AO chez ces mutants ADN-T 

homozygotes suggère que ces derniers sont des knock-down et non des knock-out. 

A l’inverse, les lignées transformées 35S::AO présentent une activité de la L-

aspartate oxydase augmentée de 2 à 3 fois (jusqu’à 73 nmoles d’iminoaspartate.min-

1.mg-1 de protéines ; Figure 29). 

 

 

Figure 29. Mesure de l’activité enzymatique AO à partir d’extraits foliaires. Ctrl : lignée contrôle, 

mAO1 : mutant d’insertion homozygote ADN-T pour la L-aspartate oxydase, lignée SAIL_1145_B10, 

mAO2 : mutant d’insertion homozygote ADN-T pour la L-aspartate oxydase, lignée SALK_013920C, 

35S::AO1 et 35S::AO2, lignées surexprimant l’AO. Les valeurs représentent les moyennes d’au moins 

trois séries de mesures indépendantes ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 

B- La production de L-aspartate oxydase conditionne les teneurs en NAD et 

en ATP chez Arabidopsis thaliana 

 Les résultats présentés ci-dessus montrent que nous avons obtenus 

des lignées de plantes mutantes dont la quantité d’AO est modifiée. En dérégulant 

de façon constitutive la production d’AO, nous visions à obtenir des plantes 

constitutivement altérées dans les niveaux stationnaires et les flux de synthèse de 

nucléotides à pyridine. Les données de la littérature montrent une dynamique des 

teneurs en NAD+ tout au long de la croissance des plantes (Queval & Noctor, 2007; 

Wang & Pichersky, 2007) (Figure 23).  
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Figure 30. Mesure des pools libres intracellulaires de nucléotides à pyridine. a) Pool de NAD+ et 

de NADH ; b) NADP+ et NADPH. Ctrl : lignée contrôle, mAO1 : mutant d’insertion homozygote ADN-T 

pour la L-aspartate oxydase, lignée SAIL_1145_B10, mAO2 : mutant d’insertion homozygote ADN-T 

pour la L-aspartate oxydase, lignée SALK_013920C, 35S::AO1 et 35S::AO2, lignées surexprimant 

l’AO. Les valeurs représentent les moyennes d’au moins cinq séries de mesures indépendantes ± 

l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les 

Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

Au cours de la croissance des plantes, les niveaux de NAD+ augmentent puis 

se stabilisent au bout de 25 à 30 jours courts (photopériode 8 h lumière), selon le 

stade de développement considéré (Figure 23). Une analyse du pool de nucléotides 

à pyridine cellulaires libres a été réalisée sur des échantillons foliaires provenant de 

plantes cultivées pendant 35 jours en chambre de culture Jours Courts, afin de se 

placer dans des conditions où le pool de NAD présente le plus fort différentiel entre 

les lignées étudiées. La mesure des teneurs en NAD(H) montre une diminution de 

moitié chez les mutants mAO par rapport au Ctrl (Figure 30). On observe la même 

tendance  pour le pool de NADP(H) avec aussi une forte baisse de l’ordre de 40% 

chez les mutants mAO (Figure 30). Ces observations sont faites aussi bien dans les 

feuilles de plantes cultivées sur terreau que sur feuilles et racines de plantes 

cultivées en hydroponique (Figure 30). Ainsi, en diminuant le niveau d’AO 

endogène, on obtient des plantes ayant deux fois moins de NAD/P(H). Concernant 

les lignées  surproduisant  l’AO, celles-ci montrent un fort enrichissement en 
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nucléotides à pyridine, jusqu’à trois fois les teneurs mesurées chez les plantes Ctrl 

(Figure 30), sans modification de l’état rédox NAD+/NADH et NADP+/NADPH. En 

faisant augmenter le niveau d’AO endogène, on peut obtenir des plantes aux niveaux 

de NAD(P)/H fortement augmentés. Ces mesures montrent que la stratégie adoptée 

pour déréguler de manière constitutive les niveaux de NAD est un succès. 

 

Puisque la synthèse du glutathion est couplée à l'utilisation du NADPH (Foyer 

& Noctor, 2012) (Figure 31), nous avons quantifié les niveaux intracellulaires de 

glutathion réduit (GSH) et oxydé (GSSG) dans les différentes lignées. La Figure 31  

montre une légère diminution du pool de glutathion total (GSH + GSSG) chez les 

mutants mAO par rapport au Ctrl, accompagné d’une augmentation légère des 

niveaux de glutathion oxydé (GSSG), traduisant un possible stress oxydatif à la 

lumière dans les conditions de culture de l’étude. Par contre, chez les plantes 

surexprimant l’AO on ne constate aucune modification significative des teneurs et de 

l’état rédox du glutathion (Figure 31). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31. Mesure des pools intracellulaires de glutathion. GSSG, glutathion oxydé ; GSH, 

glutathion réduit. Ctrl : lignée contrôle, mAO1 : mutant d’insertion homozygote ADN-T pour la L-

aspartate oxydase, lignée SAIL_1145_B10, mAO2 : mutant d’insertion homozygote ADN-T pour la L-

aspartate oxydase, lignée SALK_013920C, 35S::AO1 et 35S::AO2, lignées surexprimant l’AO. Les 

valeurs représentent les moyennes d’au moins cinq séries de mesures indépendantes. Les 

astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres 

lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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 Une autre molécule du métabolisme énergétique, l’ATP, dont la synthèse est 

permise par l’oxydation du NAD(P)H sur la chaîne de transport d’électrons 

mitochondriale et par la photolyse de l’eau dans les plastes, a été mesurée dans 

l’ensemble des lignées (Figure 32). On constate une diminution significative, de 

l’ordre de 20%, des teneurs en ATP dans les lignées mutantes sous-produisant l’AO 

et le NAD, alors qu’une augmentation de 25% est constatée chez les lignées 

35S::AO surproductrices de NAD. Les variations des pools libres stationnaires de 

NAD impactent donc les teneurs en ATP chez Arabidopsis thaliana. 

 

Figure 32. Mesure des pools intracellulaires d’ATP. Ctrl : lignée contrôle, mAO1 : mutant 

d’insertion homozygote ADN-T pour la L-aspartate oxydase, lignée SAIL_1145_B10, mAO2 : mutant 

d’insertion homozygote ADN-T pour la L-aspartate oxydase, lignée SALK_013920C, 35S::AO1 et 

35S::AO2, lignées surexprimant l’AO. Les valeurs représentent les moyennes de trois séries de 

mesures indépendantes ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences 

statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

 

III- Les teneurs en NAD conditionnent le phénotype morphologique des 

lignées mutantes 

 L’observation du phénotype morphologique des lignées mutantes ici 

analysées a été réalisée sur des plantes du même stade que celles pour lesquelles 

ont été faits les prélèvements foliaires utilisés pour la mesure des métabolites 

énergétiques NAD et ATP, afin de pouvoir corréler les niveaux de métabolites 

énergétiques avec l’aspect morphologique des plantes. Aux plantes cultivées sur 

terreau, nous avons ajouté une analyse de la croissance des lignées après semis sur 

milieu ½ MS qui permet de mettre en évidence les éventuels phénotypes racinaires. 
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 Les mutants mAO aux teneurs en NAD diminuées présentent un retard de 

croissance des parties aériennes et une modification de leur morphologie par rapport 

aux lignées sauvages (Figure 33). Les plantes mAO sont aussi légèrement plus 

pâles, suggérant une altération des niveaux des pigments photosynthétiques. Les 

plantes surproduisant l’AO et riches en métabolites énergétiques (NAD et ATP) sont 

plus grosses et ont plus de feuilles au même nombre de jours de culture par rapport 

aux plantes sauvages (Figure 33). 

 

 

Figure 33. Photographie représentative des plantes contrôles (Ctrl), des plantes mutantes 

homozygotes d’insertion ADN-T pour la L-aspartate oxydase, (mAO) ici mAO1 et des plantes 

surexpresseurs de l’AO (35S::AO), ici 35S::AO1. Les plantes sont cultivées sur terreau pendant 35 

jours, en conditions de jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles 

photons.m2.s-1. 

 

L'analyse de la croissance racinaire  effectuée sur boîtes verticales de milieu 

demi-MS (Murashige & Skoog, 1962). Deux semaines après semis, un fort 

différentiel de croissance est observé entre les trois lignées (Figure 34). Les mutants 

mAO se caractérisent par une très faible croissance de l’appareil racinaire par 

rapport aux plantes sauvages, avec une diminution moyenne de la longueur de la 

racine principale de l’ordre de 50 %. A l'inverse, l’appareil  racinaire  des lignées 

surproduisant l’AO et riches en NAD  est plus développé que celui des plantes 

sauvages, la racine principale étant plus longue de 30% environ et les racines 
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latérales étant plus précocement développées (Figure 34). Une analyse plus 

complète des altérations développementales et de croissance des lignées sera 

présentée dans le chapitre suivant. 

 

 

 

 

 

 

Figure 34. Photographie représentative des plantes contrôles (Ctrl), des plantes mutantes 

homozygotes d’insertion ADN-T pour la L-aspartate oxydase, (mAO) ici mAO1 et des plantes 

surexpresseurs de l’AO (35S::AO), ici 35S::AO1 cultivées sur milieux Murashige & Skoog pendant 15 

jours, en conditions de jours longs (photopériode 16h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles 

photons.m2.s-1. 

 

IV- Discussion 

 

 La manipulation des voies de biosynthèse du NAD chez les plantes constitue 

un moyen d’analyser de manière ciblée l’impact des teneurs intracellulaires en NAD 

sur les fonctions métaboliques, physiologiques, développementales et de 

signalisation cellulaire. Pour autant, aucun des travaux réalisés jusqu’ici n’a permis 

d’augmenter ou d’abaisser fortement et de manière constitutive et ciblée les teneurs 

en NAD chez les plantes (Chai et al., 2005; Schippers et al., 2008; Hashida et al., 

2010; Takahara et al., 2010; Pétriacq, 2011; Pétriacq et al., 2012), sans doute parce 

que les étapes enzymatiques dérégulées n’exerçaient pas un contrôle suffisant sur la 

production de NAD. La stratégie que nous avons choisie a cependant bénéficié des 

travaux antérieurs, notamment ceux portant sur la surexpression de la QPT, qui 

suggèrent une limitation de la fourniture en substrat sur la voie de biosynthèse en 

amont de l’enzyme dérégulée (Pétriacq, 2011). Nous avons aussi bénéficié de 

diverses données transcriptomiques suggérant que la première étape de la voie dite 
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de novo, catalysée par la L-aspartate oxydase, était sujette à une forte régulation 

transcriptionnelle en réponse aux contraintes de l’environnement chez la plante 

modèle Arabidopsis thaliana. 

 

A- Les mutants mAO homozygotes pour le gène de l’AO sont non létaux 

 Les travaux réalisés dans ce chapitre démontrent qu'il est possible d'obtenir 

chez Arabidopsis thaliana des mutants homozygotes pour l’insertion d’un ADN-T 

dans la séquence codante du gène de l’AO. La caractérisation des lignées mAO1 et 

mAO2 indique que la mutation par insertion d'ADN-T est délétère pour le gène 

(Figure 26), ce qui s'accompagne de niveaux réduits mais non nuls de transcrits 

spécifiques AO (Figure 28). L'activité AO chez les mutants est également fortement 

diminuée (Figure 29) et les niveaux de NAD sont diminués du même ordre. 

 Katoh et al. (2006) ont montré chez des mutants d'insertion de transposons 

que l'état homozygote pour les trois premiers gènes codant les enzymes de la voie 

de synthèse du NAD (i.e. AO, QS et QPT) entraînait une létalité embryonnaire chez 

Arabidopsis thaliana. Hashida et al. (2007) rapportent la même observation pour le 

gène de la NaMNAT. Par ailleurs, ces auteurs ne rapportaient pas de phénotype sur 

les mutants à l’état hétérozygote, à l’exception des mutants NaMNAT chez lesquels 

la germination du pollen était affectée (Hashida et al., 2007). Nos observations 

diffèrent fortement des résultats de ces auteurs puisque avons obtenu des mutants 

d’insertion ADN-T homozygotes pour le gène AO qui sont viables, malgré un 

phénotype développemental caractérisé principalement par un retard de croissance 

des parties aériennes et racinaires. Récemment, Macho et al (2012) ont étudié le 

mutant mAO1 également à l’état homozygote lors d’un criblage de mutants 

insensibles à la flagelline. Ces auteurs n’ont pas rapporté de phénotype hormis un 

léger retard de développement mentionné dans les données supplémentaires de leur 

article. Peut-être les auteurs ont-ils voulu minimiser l’impact de la mutation sur la 

croissance, cet aspect ne correspondant pas à l’objet de leur étude.  La non-létalité 

observée chez les mutants mAO peut s'expliquer en partie par un niveau résiduel de 

transcrits AO, associé à une activité enzymatique seulement réduite de moitié. 

Vraisemblablement, la mutation par insertion d'ADN-T limiterait fortement 

l’expression des transcrits et pourrait aussi déstabiliser les messagers AO. Une 
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version probablement tronquée des transcrits semble produire cependant une 

protéine fonctionnelle, contribuant ainsi à synthétiser l’iminoaspartate indispensable 

à la biosynthèse de novo de NAD (Figure 30). En effet, l’insertion des ADN-T se 

situe dans le dernier exon du gène de l’AO, à l’extrémité C-terminale de la protéine, 

dans une zone peu conservée entre les différentes espèces bactériennes et de 

plantes (Noctor et al., 2006) (Figure 26). Il en résulte probablement une protéine 

tronquée en extrémité C-terminale, mais qui reste active (Figure 29). Cette insertion 

aurait pour effet principal d’abaisser drastiquement le niveau de transcrits jusqu’à 80 

%.  En effet, les messagers tronqués n’ont probablement pas de queue polyA où ont 

une séquence anormale accélérant leur dégradation. 

 On pourrait aussi imaginer que l’effet de la mutation du gène de l’AO soit 

compensé par l’accumulation du substrat de la réaction, l’aspartate. Il n’en est rien, 

comme nous le verrons plus loin dans ce manuscrit dans le chapitre IV. On ne peut 

pas exclure cependant l’existence d’autres voies métaboliques induites permettant 

de compenser la baisse de synthèse de novo. Il peut s’agir soit d’une activation 

d’une des voies dites de recyclage. Par exemple, chez un mutant de la quinolinate 

synthase (QS), il a été rapporté une augmentation légère des niveaux de NAD qui 

serait liée à la surexpression d’une isoforme de NaPT de la voie de recyclage 

principale du NAD, ainsi que de la surexpression du gène codant l’AO (Schippers et 

al., 2008). Ou Il peut s’agir de l’induction d’une voie de biosynthèse du quinolinate 

dérivée du tryptophane, comme cela a pu être suggéré chez le tabac et le maïs 

(Henderson et al., 1959; Arditti & Tarr, 1979). Même si les travaux ultérieurs menés 

sur ces plantes ont démontré que la biosynthèse de novo s’effectuait bien à partir de 

l’aspartate sur des plantes adultes, il n’est pas exclu que sur des graines en 

germination une biosynthèse du NAD soit initiée à partir du tryptophane. 

 

B- La mise au point d’un test d’activité AO in planta a permis de quantifier 

la production d’AO dans les plantes 

 Dans le but d’une caractérisation exhaustive de mutants altérés pour leur 

production d’AO, il nous a été indispensable de mettre au point une méthode 

permettant de mesurer la quantité d’enzyme AO produite par ces plantes. L’une des 

difficultés majeures généralement rencontrée pour mesurer des activités 
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enzymatiques à partir d’extraits de plantes par rapport à des mesures faites à partir 

d’enzymes purifiées, est de mettre au point un test enzymatique de sensibilité 

suffisante. Or nous n’avions à disposition que des protocoles de mesure de l’activité 

AO sur enzyme bactérienne purifiée (Tedeschi et al., 2001; Marinoni et al., 2008; 

Rousset, 2009). Cependant, il existait au laboratoire une méthode proche d’un des 

protocoles de mesure des activités oxydase bactérienne et qui s’appliquait avec 

succès à la glycolate oxydase (Younes Dellero, communication personnelle). Nous 

avons donc engagé différents tests d’activité à partir d’extraits foliaires d’Arabidopsis 

thaliana en appliquant les méthodes de mesures habituellement réalisées pour les 

bactéries, c’est-à-dire par couplage soit avec l’O-dianisidine, soit avec du cytochrome 

C, en présence et en absence de fumarate. Ces tests avaient l’avantage de mesurer 

l’activité oxydase sans passer par une mesure du produit de la réaction, 

l’iminoaspartate, instable en solution. Les difficultés rencontrées à mesurer l’activité 

AO avec ces protocoles nous ont fait opter pour une méthode de dosage d’un des 

produits de dégradation de l’iminoaspartate, l’ammonium. 

 Les mesures des activités AO chez les lignées mutantes mAO et 

surproduisant l’AO confirment bien la sous-production et la sur-production de la 

protéine dans les lignées respectives. Ces résultats indiquent aussi que la séquence 

nucléotidique d’Arabidopsis thaliana utilisée pour la transformation des plantes où 

interrompue dans les mutants d’insertions, et qui est homologue de celle de la L-

aspartate oxydase bactérienne caractérisée dans la littérature, correspond bien à 

une activité L-aspartate oxydase, mais fonctionnant selon un mécanisme similaire à 

celui utilisé par les bactéries en anaérobiose. Cette observation est en accord avec la 

présence possible de fumarate au sein du compartiment plastidial (Woo, 1983). 

Les résultats indiquent une étroite corrélation entre les niveaux d’AO et ceux 

de NAD dans les plantes étudiées. Par contre, les niveaux de transcrits, s’ils sont en 

accord avec les tendances mesurées pour le NAD et l’activité AO, n’en demeurent 

pas moins d’un autre ordre de grandeur dans les plantes surexprimant l’AO sous 

contrôle d’un promoteur fort et constitutif. En effet, autant pour les mutants aux 

activité AO et niveau de NAD diminués de moitié, les niveaux de messagers sont 

diminués de 60 à 80%, soit du même ordre de grandeur, autant chez les lignées 

35S::AO, aux niveaux de NAD et d’activité augmentés de deux à trois fois par rapport 

aux plantes contrôles, les niveaux de transcrits sont augmentés de 20 à 40 fois. Cela 
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suggère fortement une régulation soit de l’activité, soit de la traduction protéique par 

le NAD ou l’un des dérivés de la voie de biosynthèse du NAD. En effet chez les 

bactéries, le NAD+ est un inhibiteur compétitif de l’AO en se fixant sur le domaine de 

liaison au FAD, à des doses proches des teneurs physiologiques (1 à 3 mM), alors 

que le NADP+ a un effet inhibiteur beaucoup moins prononcé (Griffith et al., 1975; 

Nasu et al., 1982). Or dans les plantes, en particulier dans les chloroplastes où 

l’enzyme est localisée, les teneurs en NAD varient d’environ 0,2 mM le jour à près de 

1 mM à l’obscurité. En raison de la forte homologie de séquences entre protéines 

bactériennes et de plantes, avec une totale conservation des résidus d’aminoacides 

intervenant dans l’activité catalytique de la protéine, on peut imaginer que l’enzyme 

de plante soit aussi inhibée par les teneurs en NAD+, en particulier à l’obscurité, 

adaptant la production de NAD au moindre besoin d’utilisation de ce métabolite la 

nuit. 

 

C- L’AO exerce un contrôle clef sur la production de NAD et l’homéostasie 

énergétique des plantes 

 Comme nous venons de le voir, la caractérisation des lignées mAO et 

35S::AO révèle une forte altération de leurs niveaux de nucléotides à pyridine et 

montre aussi une modification des niveaux d’ATP qui suivent la même tendance. Ces 

observations, combinées à celles des bases de données ou de la littérature qui 

suggèrent une forte régulation transcriptionnelle de l’AO dans certaines conditions 

environnementales, témoignent du rôle pivot qu’exerce l’enzyme dans l’homéostasie 

énergétique des végétaux supérieurs. Cela n’est pas surprenant car l’AO catalyse la 

première étape de la voie de biosynthèse dite de novo. Or il est courant que la 

première étape d’une voie métabolique soit sujette à un fort contrôle. Cette 

observation est à mettre en parallèle avec la voie de biosynthèse du NAD chez les 

bactéries, dont les étapes enzymatiques sont similaires, et chez laquelle l’AO est 

soumise tant à un contrôle biochimique que transcriptionnel par les niveaux de NAD. 

Mais dans ce dernier cas, c’est tout un opéron qui répond au contrôle transcriptionnel 

de la voie par le facteur de transcription NadR qui fixe le NAD (Penfound & Foster, 

1999). L’existence d’un gène unique (At5g14760) codant pour l’AO chez Arabidopsis 

thaliana témoigne aussi de la forte pression de sélection exercée sur cette étape 

enzymatique au cours de l’évolution. 
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 Les études précédentes menées au laboratoire ont montré qu’il était possible, 

de manière inductible en fournissant le substrat de l’enzyme de biosynthèse QPT 

d’E. coli surexprimée dans les tissus végétaux, de surproduire du NAD (Pétriacq et 

al., 2012). Mais une surproduction constitutive de l’enzyme dans son compartiment 

d’adressage naturel et sans infiltration du substrat de l’enzyme à des plantes n’a pas 

permis d’obtenir de fortes augmentations des teneurs en NAD (Pétriacq, 2011). Cela 

valide l’hypothèse selon laquelle l’AO est bien l’étape limitante dans la biosynthèse 

du NAD par les plantes. Toutefois, cette conclusion n’exclut pas le rôle déterminant 

que peuvent jouer les autres étapes de la voie de biosynthèse dans le contrôle des 

niveaux de NAD, à condition que l’engagement en aspartate par l’AO soit suffisant. 

Ainsi la QPT chez le tabac est fortement induite en cas de blessure et la production 

de nicotine en est dépendante (Wagner et al., 1986). De même, les activités NAD 

synthétase et NaMNAT sont fortement sollicitées lors de réactions de défense ou des 

besoins développementaux (Hayashi et al., 2005; Hashida et al., 2007; Hashida et 

al., 2009; Hashida et al., 2013). D’autres étapes enzymatiques peuvent encore jouer 

un rôle dans la production de NAD par les voies de recyclage comme la NaPT 

(Schippers et al., 2008). On pourra aussi noter l’étroite corrélation entre les variations 

d’activité AO et les variations des niveaux de NAD, ce qui suggère que c’est bien la 

production d’AO qui gouverne les teneurs en NAD. Il est possible cependant que le 

niveau de production des autres enzymes de la voie soit coordonné à celui de l’AO 

afin d’assurer la production de NAD (Pétriacq, 2011). 

 On constate chez les lignées transgéniques des niveaux d’ATP qui fluctuent  

en accord avec les variations de teneurs en NAD(H). Cela n’est pas surprenant 

puisque le NADH est utilisé pour la production d'ATP par phosphorylation oxydative 

(Friedkin & Lehninger, 1949). Dans le cas des plantes qui surproduisent l’AO, les 

teneurs en métabolites énergétiques sont augmentées. Ces plantes disposent de 

plus de ressources énergétiques pour croître et aussi d’un pool de ces métabolites 

plus élévé, qui pourrait leur permettre de faire face aux conditions adverses de 

l’environnement. Cet aspect sera discuté dans les chapitres ultérieurs. 

 Enfin on constate une légère oxydation du pool de glutathion chez les plantes 

mutantes mAO. La synthèse de glutathion à partir de la cystéine est réalisée par 

deux enzymes (γ-glutamyl cystéine synthétase ou γ-ECS, EC 6.3.2.2 et glutathion 

synthétase ou GSH-S, EC 6.3.2.3) (Mullineaux & Rausch, 2005). Non seulement ce 
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tripeptide est indispensable au maintien de l’état de réduction cellulaire, mais il sert 

également de cofacteur pour un certain nombre d'enzymes. Son état de réduction 

cytosolique est maintenu à un niveau élevé par la glutathion réductase (GR, EC 

1.8.1.5) grâce au pouvoir réducteur du NADPH (Meyer et al., 2007). Une baisse des 

niveaux de nucléotides à pyridine, en particulier de NADPH, est donc susceptible 

d’affecter la réduction du GSSG. 

D- L’altération du pool de nucléotides à pyridine affecte la croissance des 

plantes aux teneurs en AO dérégulées 

 La diminution des pools de NAD et d’ATP s’accompagne d’un ralentissement 

de la croissance des plantes. A l’inverse, lorsque les teneurs en NAD et en ATP 

augmentent, les plantes sont plus grosses. On peut donc imaginer qu’une variation 

des niveaux de nucléotides à pyridine affecte le métabolisme de telle manière qu’il 

s’ensuit une réduction ou une accélération de la croissance des plantes, et par 

corolaire un développement réduit ou accéléré d’organes comme les racines et les 

feuilles. En effet, chez d’autres organismes comme les bactéries et les levures, on 

constate que des teneurs élevées en nucléotides à pyridine s’accompagnent d’une 

plus forte production de biomasse (Liu et al., 2006; Zhu et al., 2008).  Chez des 

mutants nadk2 dans lesquels les niveaux de NADP(H) sont drastiquement diminués, 

cela s’accompagne d’une faible croissance et de moindres capacités 

photosynthétiques (Takahashi et al., 2009). Dans le cas des mutants mAO, il faudra 

vérifier que la diminution du pool de NADPH contrarie la photosynthèse. Cet aspect 

sera abordé dans le chapitre III. Les teneurs modifiées en NADH sont aussi 

susceptibles de perturber l’assimilation de l’azote, qui est l’un des principaux facteurs 

limitants de la croissance des plantes. En effet le NADH est utilisé par la nitrate 

réductase dans le cytosol, et une baisse en NADH pourrait affecter la réduction des 

nitrates, et par corolaire la croissance des plantes. La disponibilité en azote influence 

profondément la biomasse et la croissance des parties aériennes, notamment au 

cours d'une carence azotée (Scheible et al., 1997; Lemaire & Millard, 1999). Le 

chapitre IV adresse justement cette question. 

 L’ensemble des observations rapportées pour les mutants mAO aux niveaux 

de NAD diminués est à rapprocher de celles faites préalablement au laboratoire sur 

des lignées sous-produisant la QPT et affectées dans leurs niveaux de NAD et dont 

le comportement est similaire. Enfin, l’existence de plusieurs lignées mutantes mAO 
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présentant le même phénotype ainsi que la complémentation d’une des deux lignées 

qui redonne un phénotype sauvage aux plantes transformées par le gène endogène 

(Figure 35), démontrent que les observations réalisées sont bien dépendantes d’une 

altération de la biosynthèse de NAD. La même remarque peut être faite pour les 

lignées surproduisant l’AO et le NAD, des observations similaires étant faites sur 

plusieurs lignées 35S::AO indépendantes. 

 

 

Figure 35. Photographie représentative des plantes. Plante contrôle (Ctrl), de la plante mutante 

homozygote d’insertion ADN-T pour la L-aspartate oxydase, (mAO1) et de la plante mAO1 et d’une 

plante mAO1 transformée avec le gène endogène (mAO1 complémenté) cultivées sur terreau pendant 

30 jours, en conditions de jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles 

photons.m².s-1. 
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Chapitre I 

Obtention de plantes d’Arabidopsis thaliana aux teneurs en NAD 

constitutivement altérées 

 

 Le développement d’une agriculture durable devra faire face dans les 

prochaines années à un défi majeur qui consiste à conserver une croissance de la 

production alimentaire au même rythme que celui de la population mondiale, alors 

qu’une baisse des surfaces de terres arables disponibles est constatée. Relever ce 

défi nécessitera de fournir des cultures à haute valeur nutritive, capables de mieux 

résister aux stress environnementaux, requérant moins d’intrants et poussant plus 

vite, pour au final délivrer de meilleurs rendements. En cela, l’optimisation du 

métabolisme énergétique pourrait permettre d’augmenter et les rendements actuels, 

et les rendements potentiels des cultures (Figure 25). La stratégie décrite dans ce 

manuscrit a justement pour objectif d’évaluer l’impact des modifications de 

l’homéostasie du NAD sur la croissance, le développement, le métabolisme et les 

réponses aux contraintes de l’environnement chez les plantes. L’obtention par une 

approche ciblée, de lignées aux niveaux de NAD constitutivement dérégulés, basée 

sur l’expression différentielle d’un gène unique de plante, nous a permis d’avoir en 

main les outils nécessaires à l’étude de ces phénomènes. Dans le chapitre présent, 

nous développeront une étude détaillée de la réponse des paramètres de 

productivité et de rendements liés aux teneurs en NAD chez la plante modèle 

Arabidopsis thaliana. 

I- Les niveaux de NAD sont corrélés à la capacité germinative 

 Les graines sont des organismes anhydrobiotes qui constituent un modèle 

particulièrement résistant à des conditions environnementales extrêmes, permettant 

de décrypter le métabolisme dans un contexte de réhydratation et de redémarrage 

des activités métaboliques, dans lequel l’homéostasie du NAD joue potentiellement 

un rôle important (Hunt et al., 2004; Atkin & Macherel, 2009). Nous avons donc 

entrepris une étude de la vitesse de germination des graines issues des plantes aux 

teneurs altérées en nucléotides à pyridine. La  vitesse de germination exprime le  

Chapitre II 

Impact des niveaux de NAD sur la croissance et le 

développement des plantes 
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temps moyen entre l’imbibition de la graine et l’émergence de la radicule de 

l’enveloppe de la graine. 

Les graines des lignées mAO et 35S::AO, sous-produisant et sur-produisant 

respectivement l’AO et le NAD, sont mises à germer sur milieu ¼ Hoagland’s sans 

sucrose, contenant 5 mM ou 0,2 mM de NO3
- comme source d’azote, pour milieu 

riche ou pauvre en azote respectivement. Chez les plantes mutantes mAO, le retard 

de croissance est noté dès la germination sur milieu riche en azote. Une perte de 

10% de la capacité germinative est observée (Figure 36). Au contraire, la 

germination des graines des plantes surproduisant l’AO est accélérée sans altération 

de la capacité germinative sur milieu riche en azote (Figure 36).  

 

Figure 36 : Germination des semences d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO1 et 

35S::AO1 et 2. a) sur milieu contenant 5 mM de nitrates. b) sur milieu carencé en nitrates (0,2 mM) 

cultivées in vitro en condition jours longs (photopériode 16h) à une intensité lumineuse de 100µmoles 

photons.m².s-1. Cent graines par génotype ont été semées  sur chacun des milieux. Les résultats 

représentent les moyennes de deux répétitions indépendantes ± l’erreur standard.  
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La faculté germinative des plantes surexprimant l’AO n'est pas modifiée dans 

un environnement pauvre en azote comme cela est observé pour les semences 

témoins (Figure 36). Chez les graines de plantes mutantes mAO, la perte de 

capacité germinative reste la même, et on observe comme chez les graines contrôle, 

un ralentissement de la vitesse de germination sur milieu dépourvu d’azote (Figure 

36).La surexpression de l’AO stimule ainsi la germination et les graines peuvent 

germer mieux dans des conditions de carence en azote. Inversement, moins d’AO et 

de NAD affecte la capacité germinative et la vitesse de germination des graines. 

Même si la vitesse de germination, en permettant l’implantation plus rapide/ plus 

lente de la plantule, participe à l’augmentation/ au ralentissement de la vitesse de 

croissance, la croissance différentielle entre les génotypes étudiés n’est 

probablement pas due uniquement à ce paramètre. 

II- Les niveaux de NAD sont étroitement corrélés à la croissance des 
plantes et leur production de biomasse 

 Nous avons ensuite engagé une étude plus approfondie de la cinétique de 

croissance des lignées mutantes mAO et 35S::AO, qui s’accompagne d’une mesure 

cinétique des niveaux de nucléotides à pyridine dans les plantes (Figures 37 & 38). 

Les résultats montrent que, dès deux semaines après semis, la différence de 

croissance des plantes surexprimant l’AO est déjà visible, et que cette différence de 

croissance se poursuit avec le temps (Figure 37a). Le maximum de différence est 

atteint après environ 6 semaines après semis. A ce stade, les lignées surexpresseurs 

ont un diamètre et une masse fraîche supérieure de 35% par rapport aux lignées Ctrl 

(Figure 37 b et c). Après ce stade, la différence de croissance perdure jusqu’à la 

transition florale, qui se fait précocement chez les lignées 35S::AO par rapport au Ctrl 

(décalage d’environ une semaine ; Figure 37a et données non montrées). 

L’accélération de 12 heures de la germination chez ces lignées n’explique pas à elle 

seule l’avance de développement observée au moment de la transition florale 

(Figure 37a). Chez les mutants mAO, on observe un retard de croissance qui se 

traduit par un diamètre et une masse fraîche moyens inférieurs de 35% par rapport 

aux lignées Ctrl (Figure 37 b et c). Là encore le retard observé n’est pas à lui seul 

dû au retard de germination. En outre, l’une des lignées, mAO1, a un phénotype 

beaucoup plus prononcé que mAO2, les plantes restant plus petites pour un même 

stade de développement. 
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Figure 37. Analyse des différents paramètres de la croissance des différentes lignées Ctrl, 

mAO et 35S::AO en condition de culture jours courts. a) Photographies représentatives des 

plantes prise toutes les semaines entre 2 et 8 semaines. b) Diamètre (cm) et c) Poids (mg) moyen des 

rosettes âgées de 6 semaines. Les plantes ont été cultivées sur terreau en condition jours courts 

(photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1, Les résultats représentent 

les moyennes de trois répétitions indépendantes ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 

En parallèle à cette cinétique de croissance des plantes, les niveaux des pools 

de NAD ont été quantifiés dans l’ensemble des lignées (Figure 38). Les résultats 

montrent une forte corrélation entre les niveaux de NAD et les différences de 

développement des plantes (Figures 37, 38 & 39). Il est intéressant de noter que 

chez toutes les plantes, on observe une augmentation des niveaux de NAD+ et de 

NADP+ qui s’accompagne d’une augmentation parallèle de la croissance de toutes 

les lignées (Figures 37 & 38). Trente jours après semis, une stabilisation des pools 

de NAD+ et NADP+, majoritaires parmi les nucléotides à pyridine, est observée. Les 

niveaux de ces deux nucléotides à pyridine ne redescendent qu’à partir de la mise à 

fleur (Figure 38). Les niveaux de NADH et NADPH, minoritaires parmi les 

nucléotides à pyridine, sont plus fluctuants, montant plus rapidement en début de 

croissance pour s’abaisser vers 30 jours et se stabiliser à la transition florale (Figure 

38).  



Résultats	
 

121 
 

 

Figure 38 : Evolution des pools intracellulaires de nucléotides à pyridine libre au cours de la 

croissance des plantes transgéniques mAO et 35S::AO de quinze à soixante jours après semis. 

a) NAD, b) NADH, c)NADP, d) NADPH. Les différentes lignées ont été mises à germer puis placées 

en chambre de culture jours courts (photopériode 8 h lumière). Les résultats sont exprimés en nmol de 

NAD+.g�1 MF et correspondent à une seule expérience biologique réalisée au minimum trois 

échantillons par génotype. Les résultats représentent les moyennes de trois répétitions indépendantes 

± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre 

les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

La comparaison des courbes de NAD+/NADP+ avec l’évolution  de la croissance des 

plantes, nous montre qu’à 35 jours après semis le maximum de différences de 

croissance et de teneurs en NAD est atteint. De ce fait, sauf mention contraire, nous 

avons choisi ce stade pour la suite des analyses. A ce stade en effet, une corrélation 

très forte s’établit à la fois entre le diamètre de rosette des plantes et l’activité AO, et 

aussi entre le diamètre des rosettes et les niveaux de NAD mesurés (Figure 39). La 

taille des rosettes, qui reflète fidèlement la biomasse des plantes, est ainsi 

étroitement corrélée aux teneurs en NAD, montrant que ce métabolite rédox 

contribue à la production de biomasse des plantes (Figure 39). 
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Figure 39 : Corrélation entre les pools de NAD, les activités AO et diamètre de la rosettes à six 

semaines après semis. a) corrélation entre activité AO et diamètre de la rosette. b) corrélation entre 

niveau de NAD et diamètre de la rosette. Les plantes ont été cultivées sur terreau en condition jours 

courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m2.s-1. R2 test de 

corrélation.m².s-1 

 

III-  Les plantes aux niveaux de NAD modifiés ont des paramètres de 

croissance similaires à ceux des plantes témoins 

 

 Les appareils aérien et racinaire fonctionnent de façon interdépendante, et ces 

deux systèmes maintiennent un équilibre de biomasse qui reflète l’abondance 

relative des ressources provenant de la fixation du carbone pour la partie aérienne et 

de l’absorption des éléments minéraux, principalement l’azote, pour la partie 

racinaire (Roycewicz & Malamy, 2012). En collaboration avec l’équipe d’Anne Krapp 

de l’INRA de Versailles, nous avons donc entrepris la mesure des ratios massiques 

appareil aérien / appareil racinaire pour l’ensemble des lignées étudiées. Ces ratio 

sont d’environ trois pour les plantes contrôle et les lignées surproduisant l’AO, alors 

qu’ils sont plus proches de quatre dans les lignées mutantes mAO pauvres en NAD 

(Figure 40). Sur milieu non carencé en azote, on associe souvent ce ratio à une 

« bonne santé » des plantes, et le déséquilibre de ce ratio et le retard de croissance 

observé dans les lignées mutantes mAO, reflèterait une altération de la balance C/N 

chez ces plantes (Figure 40). Cet aspect métabolique sera discuté dans le chapitre 

suivant. 
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Figure 40 : Rapports entre masses fraîches des 

parties aériennes et racinaires sur des plantes de lignées Ctrl, mAO et 35S::AO d’Arabidopsis 

thaliana cultivées en milieu hydroponique en présence de 5 mM de nitrates. Les plantes ont été 

cultivées sur milieu hydroponique en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité 

lumineuse de 120µmoles photons m².s-1  Les résultats représentent les moyennes de dix plantes ± 

l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les 

Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student.  

 Chez les végétaux supérieurs, l’évaluation de la masse fraîche n’est pas 

toujours une mesure adéquate. Bien que la plupart des plantes contiennent environ 

90% d’eau, cette teneur est très variable, et la matière sèche peut fluctuer selon le 

statut hydrique de la plante. Nous avons donc entrepris la mesure des rapports 

surfaciques masse sèche / masse fraîche, permettant de détecter d’éventuelles 

altérations du contenu en eau des feuilles des différentes lignées étudiées. Ce ratio 

est stable dans l’ensemble des lignées, ce qui traduit un statut hydrique normal en 

conditions normales de culture (Figure 41). 

 

Figure 41 : Masse sèche (mg) et masse fraîche (mg) de  trois disques foliaires de 0,8 cm² de 

lignées Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2 d’Arabidopsis thaliana. Les disques foliaires sont issus de 

plantes cultivées sur terreau en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100 µmoles photons m2.s-1. Les résultats représentent les moyennes de trois répétitions 

indépendantes sur cinq échantillons par génotype ± l’erreur standard. 
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 La croissance des plantes se traduit par une augmentation irréversible de leur 

taille, qui provient de l’effet conjoint de la division cellulaire et de l’augmentation de la 

taille des cellules. Nous avons donc entrepris la mesure par microscopie photonique 

de la taille des cellules épidermiques, afin de déterminer si les altérations de 

croissance observées résultaient d’une multiplication cellulaire où de l’accroissement 

de la taille des cellules. La taille des cellules épidermiques des mutants mAO est 

15% plus petite, alors que celle des lignées 35S::AO est jusqu’à 35% plus grosse 

que celle des plantes Ctrl (Figure 42). Les niveaux de NAD produits dans les lignées 

influent donc sur la taille des cellules, du moins épidermiques, chez Arabidopsis 

thaliana.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Taille des cellules épidermiques (µm2) de plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées 

Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2. a) taille des cellules épidermiques, b) images représentatives de 

cellules épidermiques en microscopie confocale. L’échelle (barre blanche) : 200 µm. Les images 

ont été réalisées à partir de plantes cultivées sur terreau en condition jours courts (photopériode 8h) à 

une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de 

trois répétitions indépendantes sur trente échantillons par génotype ± l’erreur standard. Les 

astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres 

lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

Les lignées aux niveaux d’AO modifiés présentent, comme nous l’avons vu ci-

dessus, des tailles de cellules différentes. Or on sait qu’il existe une corrélation 

positive très marquée entre taille cellulaire moyenne et niveau de ploïdie moyen 

(Cheniclet et al., 2005). De ce fait, nous avons estimé par cytométrie de flux le 

niveau de ploïdie des cellules de feuilles (Brown et al., 1991). Il ressort de cette 

analyse que l’ensemble des lignées présentent un état diploïde (Figure 43 et 

données non montrées). On ne peut donc pas expliquer l’augmentation ou la 
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diminution de la taille des cellules épidermiques observée par une altération du 

niveau de ploïdie des lignées. 

 

Figure 43 : Spectre représentatif obtenu par cytométrie de flux du contenu en ADN d’une plante 

35S::AO d’Arabidopsis thaliana. 

 Comme nous venons de le voir plus haut, les plantes ont une croissance plus 

ou moins forte selon qu’elles ont un contenu plus ou moins élevé en NAD. Si la 

croissance et la production de biomasse sont des paramètres agricoles importants, 

notamment pour les cultures fourragères et les cultures destinées à produire des bio-

fuels, c’est surtout le rendement en grains qui détermine la valeur économique d’une 

culture. Nous allons aborder cet aspect dans le paragraphe qui suit. 

IV-  Le rendement en grains est fonction des teneurs en nucléotides à 
pyridine dans les plantes 

 

 Le «rendement en grains» représente la quantité de grains, en poids ou en 

nombre, produite par la plante cultivée par unité de surface ou par plante, et ce pour 

une densité de plantation donnée le cas échéant. Le rendement en graines mesuré 

pour les plantes transgéniques surexprimant l’AO est supérieur  de 45% à celle des 

plantes Ctrl (Figure 44 a et b). L’augmentation du rendement en grain est liée à 

l’augmentation du nombre de siliques, mais pas au nombre de grains par silique. 

Aussi, l’augmentation de la production de semences ne s’accompagne d’aucun 

problème de remplissage des siliques dans les plantes riches en NAD. Les plantes 

mutantes mAO, à faible activité AO, ont un rendement en graines de 42% inférieur 
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aux lignées Ctrl (Figure 44c). Ici encore, cela n’est pas dû à un problème de 

remplissage des siliques. Cette étude met en évidence que l’altération des niveaux 

d’AO et de NAD chez les plantes d’Arabidopsis thaliana affecte plus le nombre de 

fleurs et de siliques produites par les plantes que leur remplissage. L’altération des 

niveaux d’aspartate oxydase et de NAD n’influe pas non plus sur le poids des 

graines, puisque toutes les lignées ont un poids de 1000 grains de 0,022 grammes. Il 

n’a pas non plus été constaté de différences significatives du nombre de fleurs non 

fécondées entre les lignées.  

 

Figure 44 : Rendement en graines et nombre de siliques par plantes à maturité des lignées Ctrl, 

mAO1 et 35S::AO1 et 2. a) nombre de graines par plantes, b) nombre de siliques par plantes, c) 

image de siliques de plantes d’Arabidopsis thaliana. L’échelle (barre noire) : 0.4 cm Les plantes 

ont été cultivées sur terreau en condition jours longs (photopériode 16h) à une intensité lumineuse de 

100 µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de trois répétitions 

indépendantes sur trente échantillons par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent 

des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test 

t de Student. 
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V-  Discussion 

A- Des plantes riches en énergie pour augmenter durablement les 

rendements 

 

 L’importance du métabolisme énergétique dans la productivité des plantes est 

un concept plutôt bien accepté, puisque de nombreuses études ont corrélé les 

faibles taux respiratoires et les fortes capacités photosynthétiques à des rendements 

élevés. C’est surtout le ratio entre énergie consommée par la respiration et la teneur 

en métabolites énergétiques, encore appelé « Efficacité de l’Utilisation 

Energétique » (EUE), qui semble déterminer les rendements, et cette augmentation 

des rendements est, au champ, souvent associée à la résistance aux conditions 

fluctuantes de l’environnement (De Block & Van Lijsebettens, 2011). La productivité 

des plantes est un trait agronomique complexe qui est déterminé par une 

combinaison de facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux, qui 

interagissent bien souvent de façon non prédictible. A côté des facteurs qui 

contribuent directement à la productivité, il existe de nombreux facteurs secondaires 

comme les résistances aux stress, abiotiques notamment. En sélection variétale, 

différents types de rendements sont pris en compte, dont les plus importants sont (i) 

le rendement potentiel, (ii) le rendement atteignable et (iii) le rendement actuel 

(Figure 25). Le rendement potentiel est le rendement maximal qu’une culture peut 

atteindre en conditions optimales de croissance et de récolte. Il est déterminé par les 

constitutions génétiques et épigénétiques des cultures. L’objectif principal de la 

sélection variétale est d’améliorer ce rendement potentiel en introduisant de 

nouvelles ressources génétiques, tout en sachant que ce rendement est quasiment 

inatteignable, puisque soumis aux fluctuations environnementales. Ce qui est 

demandé aujourd’hui aux sélectionneurs pour répondre aux besoins d’une population 

mondiale croissante et aux exigences environnementales, est de fournir des variétés 

à hauts rendements, de qualités nutritionnelles élevées, nécessitant peu d’intrants et 

qui sont de surcroit peu sensibles aux stress environnementaux.  

 Afin d’augmenter les rendements et la biomasse disponible des plantes 

cultivées, des efforts ont été faits pour modifier le contenu de plantes en lignine, en 

régulateurs de croissance, ou en manipulant les voies liées à la photosynthèse. Des 
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travaux ayant conduit à dépôt de brevet décrivent ainsi une méthode qui consiste à 

surproduire une enzyme du métabolisme secondaire impliquée dans la synthèse de 

lignine pour produire plus de paroi et donc plus de biomasse et plus de graines  

(Tahir Abdul-Razzak & Werck, 2006 ; WO 2006100573 A1). Il existe aussi une 

méthode de traitement de semences par une molécule insecticide de la famille des 

isonicotinoïdes, à des fins d’augmentation de rendements (Asrar et al., 2003;  WO 

2003096811 A1). Cependant, l’utilisation de ces molécules, de structure proche des 

nucléotides à pyridine comme l’acide nicotinique et son précurseur le NAD+, est 

sujette à controverse en raison de leur impact sur la mortalité des abeilles. Les 

stratégies développées pour augmenter  la production de biomasse ne se limitent 

pas non plus à des approches « gène unique » où  «substance unique » (Bock, 

2013). On peut citer par exemple les travaux qui visent à augmenter les capacités 

photosynthétiques des plantes en C3 en contournant les voies photorespiratoires. 

Ainsi, une méthode qui consiste à obtenir des plantes transgéniques contenant la 

voie bactérienne d’utilisation du glycolate  a été brevetée (Hain et al., 2006; US 

20060095981 A1). Malheureusement, ces plantes produisent massivement des ROS 

qui stressent les plantes produites selon ce procédé (Kebeish et al., 2007; Maier et 

al., 2012). Jusqu’ici les méthodes permettant d’augmenter la production de biomasse 

visaient une voie métabolique particulière, permettant d’améliorer un trait génétique 

particulier, mais ne permettaient pas de traiter simultanément les problèmes de 

production de biomasse, de résistance au stress, de rapidité d’installation de la 

culture, auxquelles les plantes font face en plein champ. C’est pourquoi nous avons 

développé un procédé permettant d’influer sur l’ensemble des facteurs qui 

contribuent directement et de manière secondaire (les fluctuations de 

l’environnement) au rendement des cultures. 

 En surproduisant une molécule à la base du métabolisme énergétique, mais 

aussi impliquée dans la signalisation cellulaire dépendante des stress, nous avons 

obtenu des plantes qui présentent une croissance accélérée, une augmentation de 

biomasse, une augmentation du rendement, en particulier du rendement en grains. 

Ces augmentations de rendements sont fortement corrélées aux niveaux de 

surproduction de l’AO et de NAD. L'augmentation de la croissance des plantes, en 

particulier des racines, favorise la vigueur des plantes et leur capacité à récupérer les 

substrats nutritifs et l’eau dans le sol ou le milieu de culture. L’augmentation de la 
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vitesse de croissance des plantes, en particulier des inflorescences et des fruits, sont 

avantageuses pour la production de grains, de fourrage, de fleurs ou de fruits, en 

particulier de légumes-fruits pour les cultures potagères. Les graines des plantes 

surexproduisant l’AO germent plus vite et de manière plus homogène que celles de 

plantes ne surproduisant pas l’AO. Cela peut permettre à la culture de plantes 

surproduisant l’AO de s’installer plus vite, limitant la concurrence d’espèces 

adventices et les pertes de rendements, ce qui est particulièrement important pour 

les espèces qui, comme le maïs, ne font pas de tallage. Pour cette raison aussi, des 

cultures de plantes surproduisant l’AO auraient des besoins moindres en traitements 

herbicides ciblant les adventices des cultures. Dans des conditions 

environnementales défavorables telles qu’un milieu carencé en azote, les graines de 

plantes surproduisant l’AO germent plus vite et surtout, maintiennent une capacité 

germinative maximale dans ces conditions, alors que la capacité germinative des 

plantes ne surproduisant pas l’AO est plus faible. Cela permet d’envisager une 

diminution de l’apport d’intrants azotés sur des cultures surproduisant l’AO. La 

surproduction de l’AO pourrait permettre aussi de s’affranchir d’un traitement de 

priming des graines, en particulier chez les espèces potagères, méthodologie 

financièrement coûteuse habituellement utilisée pour lever la dormance, accélérer et 

homogénéiser la germination des semences commerciales. 

 L’utilisation d’une cassette d’expression d’un gène unique sous le contrôle 

d’un promoteur constitutif n’est pas la seule approche qui permet  d’augmenter la 

production de l’AO à des fins de surproduction de NAD. Sont  ainsi envisagées des 

méthodes de sélection variétale assistée par marqueur moléculaire ou biochimique 

(par exemple en mesurant l’activité AO des variétés), la création de lignées 

d’introgression, ou encore l’utilisation de la technique du TILLING (de Bont & 

Gakière, 2014 ; Brevet Français N°06561-01). 
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B- Pourquoi les plantes poussent-elles mieux ? 

 

 Les données disponibles dans la littérature donnent de multiples raisons à une 

meilleure croissance des plantes. Nos résultats mettant en évidence une corrélation 

étroite entre modification des paramètres de croissance et des niveaux de NAD, 

nous nous attacherons ici, sur la base d’études déjà publiées, à donner quelques 

pistes qui pourraient avoir un lien avec le métabolisme du NAD. 

 1) L’augmentation de la croissance rencontrée parmi les lignées dérégulées 

dans la production de NAD est peut-être la conséquence d’une dérégulation de la 

production hormonale, le NAD(P)/H étant impliqué soit directement dans la 

biosynthèse de certaines hormones, soit dans la réponse aux hormones. C’est ainsi 

qu’une cytochrome P450 réductase, essentielle à la biosynthèse des gibbérellines 

(GA), utilise du NADPH. Sa sous-production entraîne une diminution drastique de la 

croissance des plantes (Malonek et al., 2004). A l’inverse, on sait que la 

surproduction de GA permet une augmentation de la biomasse des plantes (Eriksson 

et al., 2000; Biemelt et al., 2004). On sait aussi que le NADPH et le NADH sont 

impliqués dans la stéréochimie de certains brassinostéroïdes, ce qui laisse entrevoir 

une modulation possible de leur production par les nucléotides à pyridine (Stündl & 

Schneider, 2001). Or, les brassinostéroïdes, en modifiant l’orientation des feuilles, 

favorisent la photosynthèse et la production de biomasse par les plantes (Sakamoto 

et al., 2006; Divi and Krishna, 2009). Il a également été montré qu’une quinone 

réductase utilisant du NADH et du NADPH  intervient dans la réponse primaire à 

l’auxine chez Arabidopsis thaliana (Laskowski et al., 2002), et que les gènes de 

réponse à l’auxine sont impliqués dans le contrôle de la taille des organes (Hu et al., 

2003; Hu et al., 2006). Les mutants mAO ont justement une taille réduite qui 

s’accompagne d’une forte diminution de la croissance racinaire. Il est donc possible 

que chez ces mutants à faibles teneurs en NAD, les niveaux d’auxines et/ou de 

gibbérellines soient modifiés. 

 2) L’augmentation de la croissance rencontrée parmi les lignées dérégulées 

dans la production de NAD est peut-être la conséquence d’une dérégulation 

épigénétique. Comme nous l’avons vu dans l’introduction bibliographique, les 

enzymes impliquées dans le catabolisme du NAD interviennent aussi dans les 
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mécanismes de régulation épigénétique, et une altération des teneurs en NAD 

pourrait modifier la croissance des plantes par une régulation de l’expression des 

gènes et ou les niveaux d’activité d’enzymes du métabolisme primaire cibles de 

modifications à caractère épigénétique. A l’appui de cette hypothèse, des plantes de 

riz aux teneurs altérées en OsSRT1 poussent plus lentement (Huang et al., 2007). 

Aussi, des plantes qui surexpriment une Nudix hydrolase dégradant le Coenzyme A 

ont une croissance et un rendement en grains plus important (Kupke et al., 2009). Il 

est dans ce cas intéressant de rappeler l’antagonisme qui existe entre l’acétyl-CoA et 

le NAD dans le contrôle de l’acétylation des protéines (Xing & Poirier, 2012). 

L’efficacité d’utilisation énergétique (EUE) semble aussi sous la dépendance de 

facteurs épigénétiques, puisque des plantes de même génotype ayant des 

différences d’EUE ont des profils d’expression de gènes du métabolisme respiratoire 

différents en raison de marques épigénétiques différentes (Hauben et al., 2009). Les 

auteurs de ces travaux ont développé une méthode de sélection assistée par PCR 

sur des gènes marqueurs d’un différentiel de croissance et de l’EUE afin de 

sélectionner des plantes ayant une meilleure vigueur et une meilleure tolérance aux 

stress abiotiques (De Block et al., 2012 ; WO 2012/041496). Les motifs de 

méthylation de l’ADN, qui interviennent dans l’expression des gènes et sont 

impliqués dans les phénomènes d’hétérosis en lien avec la production de biomasse, 

sont aussi sous contrôle d’éléments contrôleurs du rythme circadien comme CCA1 

(CIRACADIAN CLOCK ASSOCIATED1) (Ng et al., 2014). Notons que chez les 

animaux, la NaMPT, enzyme de la voie de recyclage du NAD, participe au contrôle 

métabolique du rythme circadien en lien avec SIRT, et que la NaMNAT contrôle 

l’expression de PARP-1 en se fixant sur son promoteur (Imai, 2010; Imai and 

Guarente, 2014; Rehan et al., 2014). Cela montre qu’il existe une étroite coordination 

du métabolisme énergétique avec son contrôle circadien et épigénétique. Une telle 

situation est sans doute rencontrée chez les plantes. Un autre régulateur du rythme 

circadien, TIC (TIME FOR COFFEE), est ainsi impliqué dans la croissance et le 

développement des plantes. Les mutants tic-2 montrent une croissance ralentie et 

des organes plus petits, des niveaux faibles de sucres libres et de fortes altérations 

métaboliques, ainsi qu’une résistance accrue au stress hydrique (Sanchez-Villarreal 

et al., 2013). Il semble donc probable qu’une perturbation des niveaux de NAD 

puisse moduler les régulations épigénétiques et circadiennes qui gouvernent 

l’expression des gènes impliqués dans la croissance des plantes. 
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 3) L’augmentation de la croissance rencontrée parmi les lignées dérégulées 

dans la production de NAD est peut-être la conséquence d’une dérégulation de la 

respiration et de la photosynthèse. Une première évidence vient de l’étude de 

mutants mitochondriaux CMS et NMS1 de tabac. Chez ces derniers on constate une 

accumulation de NADH associée à une forte induction des voies respiratoires 

alternes et une diminution de la photosynthèse, résultant en une diminution de la 

croissance (Sabar et al., 2000). Plus récemment, des mutants de déshydrogénases 

alternes qui montrent des teneurs en NAD(H) plus faibles et une sur-réduction du 

pool de NAD(H), ont une croissance ralentie (Wallström et al., 2014). Bien qu’il 

s’agisse d’exemples de perturbations respiratoires ayant un effet négatif sur la 

croissance, ces mutants illustrent bien l’importance d’une respiration optimale pour 

une meilleure croissance des plantes. La fixation du carbone par la Rubisco, 

indispensable à la production de biomasse par les plantes, est aussi l’objet de 

travaux visant à améliorer l’efficacité de son activité carboxylase (Raines, 2011). Les 

teneurs en chlorophylle des plantes sont pareillement déterminantes pour les 

capacités photosynthétiques des plantes (Janacek et al., 2009). Une augmentation 

des teneurs en NAD, qui stimule la synthèse de chlorophylle, est par conséquent 

susceptible de stimuler la fixation de carbone par les plantes (Chai et al., 2005). 

 A l’échelle de la plante, l’impact des niveaux de NAD sur la croissance de la 

plante résulterait plus d’une somme des effets qu’exercent les niveaux et l’état rédox 

des nucléotides à pyridine sur l’ensemble des voies métaboliques et de signalisation 

cellulaire. L’effet observé sur la croissance résulterait plus d’un « compromis » entre 

ces différentes fonctions altérés ou non par les niveaux de NAD, et centrales à la 

croissance et au développement des plantes (Sulpice et al., 2013; Kleessen et al., 

2014). En nous basant sur les travaux de Pierre Pétriacq au laboratoire, lequel  avait 

obtenu des mutants de la QPT aux faibles niveaux de NAD et altérés dans leur 

croissance (Pétriacq, 2011), nous avons décidé de poursuivre notre caractérisation 

des lignées dérégulées dans leur production de NAD par l’observation de paramètres 

physiologiques. 
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 Afin d’identifier ce qui détermine la croissance différentielle des plantes en 

fonction de leurs niveaux en NAD, nous avons procédé à des tests physiologiques 

qui permettent de mesurer les échanges gazeux entre les feuilles et l’atmosphère 

environnante. Ces paramètres nous permettent surtout de savoir comment les 

teneurs en NAD modulent leur capacité à fixer du carbone nécessaire à leur 

croissance. 

I- Les échanges de CO2 et d’O2 varient en fonction des niveaux de NAD 

 C'est en raison du rôle fondamental du NADP+ comme accepteur terminal de 

la chaîne photosynthétique de transfert d'électrons que nous nous sommes 

intéressés à l'impact d'une dérégulation de la biosynthèse du NAD sur les capacités 

photosynthétiques des plantes. Cette problématique a été investiguée chez les 

lignées Ctrl, mAO et 35S::AO par des mesures d'échanges gazeux via un 

appareillage Li‐Cor 6400 XT (Lincoln, USA), qui permet des mesures en temps réel. 

Les feuilles illuminées réalisent simultanément l'assimilation photosynthétique et la 

photorespiration, même si le premier processus est plus abondant, masquant 

presque complètement le signal respiratoire à la lumière. Le système utilisé mesure 

plusieurs paramètres. Les courbes A (Ci) correspondent à l'évolution de la 

photosynthèse nette (A) en fonction de la fraction molaire de CO2 (Figure 45a). Les 

courbes A (PAR), où PAR signifie Photosynthetically Active Radiation (Radiation 

Photosynthétique Active), sont déterminées en faisant varier l'intensité lumineuse 

(Figure 45b). Les analyses d’évolution de la photosynthèse nette (A) en fonction de 

la fraction molaire de CO2 montrent que jusqu’à 400 ppm (ppm = partie par million, 

soit 0,4% de l’atmosphère) la fixation nette de carbone est plus forte  chez les lignées 

dérégulées pour la production de NAD, en particulier chez le mutant mAO1 qui est 

celui qui présente la plus fort phénotype (Figure 45b). Au-delà de 400 ppm, la 

fixation du carbone est maintenue à un niveau élevé chez les lignées 35S::AO, alors 

qu’elle s’effondre chez les mutants qui ont une plus faible production de NAD (Figure 

Chapitre III 

Conséquences physiologiques des modifications des niveaux de 

NAD sur les échanges gazeux chez Arabidopsis thaliana 
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45a). Les mesures de photosynthèse en réponse à la lumière indiquent que dès 50 

µmoles de photons.m-2sec-1 et au-delà, les lignées riches en NAD ont une activité 

photosynthétique plus grande que celle des plantes Ctrl, et que les lignées mutantes 

mAO ont à toutes les intensités lumineuse une activité photosynthétique inférieure à 

celle des plantes Ctrl (Figure 45b). 

  

 

Figure 45 : Mesure des échanges gazeux des plantes des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO. Les 

échanges gazeux ont été analysés via un appareillage Li-Cor. a) courbe A(Ci) représentant la 

photosynthèse nette (A) en fonction de la fraction molaire en CO2. b) courbe A(PAR) correspondant à 

la photosynthèse nette en fonction de l’intensité lumineuse (PAR pour « photosynthetically active 

radiation »).  Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 8 semaines en condition jours courts 

(photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent 

les moyennes de cinq plantes indépendantes par génotype ± l’erreur standard.  
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Ainsi, pour une teneur en CO2 atmosphérique normale (400 ppm), à l’intensité 

lumineuse à laquelle sont cultivées les plantes au laboratoire (100 µmoles de 

photons.m-2.s-1), l’assimilation photosynthétique nette est nettement supérieure chez 

les plantes 35S::AO riches en NAD, alors qu’à l’inverse les plantes mutantes mAO 

pauvres en NAD ont une assimilation photosynthétique nette réduite.  

Le système d'échange gazeux permet aussi de mesurer la respiration à 

l'obscurité, après arrêt de l'éclairage et stabilisation (Figure 46). Les valeurs de 

respiration mesurées sont deux fois plus faibles chez le mutant que chez les plantes 

Ctrl (de l’ordre de ‐ 0.3 μmoles d'O2.m
2.s-1 contre ‐ 0.6 μmoles d'O2.m

2.s-1  pour les 

plantes Ctrl), alors que l’activité respiratoire est de 50% plus élevée chez les plantes 

riches en NAD surproduisant l’AO (Figure 46). Cette étude montre que le NAD 

produit par les plantes stimule l’activité respiratoire à l’obscurité. 

 

Figure 46 : Mesure de la respiration à l’obscurité obtenue en fin de mesure après arrêt de 

l’éclairage et stabilisation des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO1 et 

35S::AO1. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 8 semaines en condition jours courts 

(photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent 

les moyennes de cinq plantes indépendantes par génotype ± l’erreur standard, Les astérisques (*) 

indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 

pour le test t de Student. 

 

 Dans les conditions normales de culture on constate une stimulation des 

échanges gazeux sous forme d’O2 et de CO2 dans les plantes qui sont plus riches en 

NAD. Qu’en est-il dès lors des échanges de vapeur d’eau au niveau des feuilles ? 
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II-  Les échanges d’eau des plantes sont altérés par les niveaux de NAD 

  

En plus de nous permettre de mesurer les échanges d’O2 et de CO2, la 

technologie Li-cor® nous permet de mesurer les échanges d’eau entre la feuille et 

l’atmosphère. Dans un premier temps, nous avons mesuré la conductance stomatique 

(gs, mesurée en mole d’eau.m².s-1), qui correspond au taux de passage de CO2 

entrant, ou de pression de vapeur sortant, des stomates d’une feuille. Elle  rend 

compte du degré d'ouverture de l'ostiole, et notamment l'entrée de CO2 dans les 

cellules du mésophylle, où il sera assimilé sous forme de glucides. Le degré 

d’ouverture des stomates module donc la concentration interne en CO2 et les pertes 

en eau de la plante par transpiration. A la lecture des résultats de la conductance 

stomatique, on constate qu’elle est deux fois plus forte chez les plantes 35S::AO 

riches en NAD que chez les plantes Ctrl, et est 30% plus forte chez les lignées 

mutantes mAO appauvries en NAD (Figure 47). 

 

Figure 47 : Mesure de la conductance stomatique des plantes d’Arabidopsis thaliana des 

lignées Ctrl, mAO et 35S::AO. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 8 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. Les 

résultats représentent les moyennes de cinq plantes indépendantes par génotype ± l’erreur standard. 

Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres 

lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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La conductance stomatique (gs) ne peut refléter que les pertes en eau dues à 

la transpiration stomatique, alors que le taux de transpiration (E) estime les pertes en 

eau totales dues aux transpirations stomatiques et cuticulaires. La conductance 

stomatique (gs) et ses variations en fonction des conditions environnementales sont 

en partie génétiquement fixées et donc régulées par la plante lorsque le déficit de 

pression de vapeur (VPD), qui caractérise l’atmosphère, n’est ni trop faible ni trop 

élevé pour l’espèce concernée. 

 Le taux de transpiration (E) approche cette même composante et y ajoute la 

transpiration cuticulaire qui, en supposant que la cuticule foliaire soit stable d’une 

plante à l’autre, apparait alors davantage soumise aux paramètres 

environnementaux, dans la mesure où elle ne peut pas être aussi directement 

régulée (Ehdaie et al., 1991). Dans une atmosphère caractérisée par un déficit de 

pression de vapeur (VPD) moyen, la perte d’eau par voie stomatique est largement 

majoritaire (environ 90 %) sur la perte en eau cuticulaire (environ 10 %) (Hopkins, 

2003). A la lecture des résultats des taux de transpiration foliaire (exprimé en 

millimoles d’eau.m-2.s-1), on constate qu’il est 2,5 fois plus fort chez les plantes 

35S::AO riches en NAD que chez les plantes Ctrl, et est 30% plus faible chez les 

lignées mutantes mAO appauvries en NAD (Figure 48). 

 

Figure 48 : Mesure de la transpiration foliaire des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées 

Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 8 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. Les 

résultats représentent les moyennes de cinq plantes indépendantes par génotype ± l’erreur standard. 

Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres 

lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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 Il existe deux façons d’appréhender l’efficience ou efficacité d’utilisation de 

l’eau (WUE pour « water use efficiency ») au niveau de la feuille : (i) Medrano et al., 

(2002) calculent le rapport entre assimilation nette de CO2 et conductance 

stomatique (AN/gs) alors que (ii) Swarthout et al., (2009) calculent le rapport entre 

assimilation nette de CO2 et le taux de transpiration (A/E). Le calcul du rapport A/gs 

nous a permis de mettre en évidence une meilleure efficacité d’utilisation de l’eau de 

mAO1, mutant le plus appauvri en NAD, alors que les lignées 35S::AO ont une 

efficacité d’utilisation moins bonne que celle des plantes sauvages (Figure 49). On 

peut donc affirmer que pour une molécule de CO2 fixée, les plantes riches en NAD 

consomment plus d’eau que des plantes Ctrl. 

 

Figure 49 : Calcul de l’efficacité d’utilisation de l’eau des plantes d’Arabidopsis thaliana des 

lignées Ctrl, mAO et 35S::AO. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 8 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. Les 

résultats représentent les moyennes de cinq plantes indépendantes par génotype ± l’erreur standard. 

Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres 

lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

 Nous avons confirmé les résultats reposant sur des mesures d’échanges gazeux 

par la mesure en spectrométrie de masse isotopique EA-IRMS (pour « Elemental 

Analysis - Isotope Ratio Mass Spectrometry ») de l’enrichissement des plantes en 

deutérium (D), isotope stable de l’hydrogène. Cette technique détermine les teneurs 

en hydrogène des plantes et permet de calculer leur quantité de deutérium. A la 

lecture des résultats, on constate que toutes les lignées ont environ 4.5% 

d’hydrogène, ce qui reflète un statut hydrique équivalent dans nos conditions de 
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culture (Figure 50a). Les teneurs en deutérium (2H) sont quant à elles similaires 

dans les plantes Ctrl et mAO avec une valeur calculée de -106%0 (Figure 50b). Le 

standard international pour la détermination du deutérium correspond au VSMOW 

(pour Vienna Standard Mean Ocean Water). Lorsqu'un échantillon est enrichi en 2H 

par rapport au standard, son 2H sera positif. Lorsque l'échantillon est appauvri en 2H 

par rapport au standard, le 2H est négatif. Le 2H étant plus lourd que le 1H, celui-ci 

va s’accumuler lors des phases de transpiration de la plante. Ainsi, plus une plante 

transpire, plus elle sera riche en deutérium. Les lignées 35S::AO accumulent du 

deutérium (+5%0) par rapport aux Ctrl et mAO (Figure 50b). 

 

 

Figure 50 : Analyses foliaires du pourcentage d’hydrogène (a) et de l’abondance naturelle d2H 

(b) d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO par EA-IRMS, Les plantes ont été 

cultivées sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité 

lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de cinq 

échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 
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Les résultats de cette section montrent  que les plantes enrichies en NAD et 

qui ont une meilleure croissance et assimilation du carbone transpirent plus d’eau. 

Ces plantes échangent davantage avec l’atmosphère, et cela se traduit par une 

moins bonne efficacité d’utilisation de l’eau. A l’inverse, le mutant mAO1, dont la 

croissance et les teneurs en NAD sont les plus sévèrement touchés, a une meilleure 

utilisation de l’eau que les plantes contrôles. 

 

III-  Les teneurs en NAD influencent la taille des ostioles mais pas l’index 

stomatique 

 Ayant constaté des variations de taille des cellules épidermiques et des 

modifications des échanges gazeux, notamment de conductance stomatique, chez 

les plantes aux niveaux de NAD constitutivement altérés, nous avons entrepris un 

comptage des stomates à la surface des feuilles afin de déterminer leur index 

stomatique. L’index stomatique représente le ratio entre nombre de stomates et le 

nombre total de cellules sur l’épiderme (cellules épidermiques + cellules 

stomatiques). Ce ratio est constant dans l’ensemble des lignées (Figure 51). Les 

modifications des échanges gazeux précédemment décrites ne sont donc pas dues à 

ce paramètre. 

 

Figure 51 : Index stomatique calculé des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO 

et 35S::AO, L’index stomatique représente 100 x nombre de cellules stomatiques / (nombre de 

cellules stomatiques + nombre de cellules épidermiques). Les plantes ont été cultivées sur terreau 

pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de trois répétitions 

indépendantes sur trente échantillons par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent 

des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test 

t de Student. 
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 Puisque la taille des cellules épidermiques est modifiée chez les lignées 

étudiées, nous avons mesuré la taille des stomates par microscopie confocale. En 

effet, la taille des stomates est susceptible d’influer sur la taille des ostioles, donc sur 

les échanges gazeux. Les mesures effectuées montrent une légère augmentation de 

la taille des stomates, laquelle est significative pour les lignées riches en NAD 

(Figure 52a). De plus, ces mêmes lignées riches en NAD présentent des ostioles de 

plus grande taille (Figure 52b). 

 

Figure 52 : Taille et ouverture des stomates des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées 

Ctrl, mAO1 et 35S::AO. a) longueur des stomates (µm) b) ouverture stomatique (u,a), Les plantes ont 

été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une 

intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de trois 

répétitions indépendantes sur trente échantillons par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) 

indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 

pour le test t de Student. 

Il est possible que l’augmentation des échanges gazeux mesurés chez les lignées 

riches en NAD soit la conséquence d’une augmentation de la taille des stomates. 

IV- Discussion 
 

 La disponibilité en eau est l’une des contraintes majeures ayant des 

répercussions sur le rendement des cultures (Sinclair & Rufty, 2012) et constitue le 

facteur limitant le plus important à la production alimentaire mondiale, en raison 

principalement des pertes de productivité constatées pendant les périodes de 

sécheresse (Boyer, 1982; Mueller et al., 2012; Ittersum et al., 2013). Pour combattre 

l’impact désastreux des épisodes de sécheresse prévus en raison du dérèglement 

climatique, et ce dans un contexte d’augmentation des besoins croissants de la 
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population mondiale, la sélection de nouvelles variétés cultivées s’oriente vers des 

plantes ayant une meilleure efficacité d’utilisation de l’eau (WUE pour « water use 

efficiency »), c’est-à-dire un meilleur rendement en carbone fixé par quantité d’eau 

consommée. La méthode traditionnelle utilisée par les agronomes permettant  de 

déterminer la WUE se fait en rapportant le rendement ou la production de biomasse 

à la consommation d’eau estimée de la culture (Stanhill, 1986; Passioura, 2004; 

Bacon, 2009). Cette méthode est non seulement invasive mais surtout il faut attendre 

la récolte ainsi que des mesures de la consommation d’eau et des réserves encore 

disponibles au champ pour pouvoir faire cette estimation (Chaerle et al., 2005; 

Morison, 2008). D’autres méthodes plus rapides et moins invasives ont alors été 

développées. 

 La première repose sur la discrimination isotopique des atomes, ici du 

carbone (Farquhar et al., 1982; Condon et al., 2004), et a été utilisée avec succès  

pour identifier des variétés cultivées ayant une meilleure WUE. Cependant, cette 

technique ne permet pas de savoir si les différences de WUE sont dues à 

l’assimilation du CO2 ou aux pertes en eau (Farquhar, 1998; Barbour, 2007), à moins 

de réaliser une mesure de la discrimination isotopique de l’oxygène qui pourrait 

permettre de distinguer le CO2 assimilé des pertes en eau (Farquhar et al., 1989 ; 

Jones, 2004). Nous avons appliqué dans un premier temps la méthode de 

discrimination isotopique du carbone à nos échantillons et avons constaté que toutes 

les plantes aux niveaux de NAD modifiés avaient un 13C moins négatif que le Ctrl 

(données non montrées). Dans le cas des lignées 35S::AO, nous nous attendions à 

un 13C plus négatif en raison de leur transpiration excessive. Cela pourrait être en 

lien avec la respiration très importante de ces lignées. Par contre, nous avons aussi 

mesuré la discrimination isotopique de l’hydrogène, et avons pu déterminer par cette 

méthode que les plantes surproduisant le NAD étaient enrichies en deutérium et 

transpireraient donc davantage (Figure 50). La deuxième technique repose sur la 

mesure d’échanges gazeux en faisait le ratio assimilation nette du CO2 (A) / taux de 

transpiration (E) (Meidner & Mansfield, 1968; Jones, 1998). Nous avons également 

appliqué cette technique et nos résultats montrent un meilleure WUE pour les 

mutants mAO qui échangent moins, et une plus faible WUE pour les plantes 35S::AO 

riches en NAD. Une troisième méthode, basée sur l’utilisation de la fluorescence de 
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la chlorophylle et de caméras thermiques, permet de sélectionner des plantes de 

manière non invasive selon leur WUE (McAusland et al., 2013). 

 En général, des valeurs élevées de WUE sont observées dans les plantes à 

faible conductance stomatique (gS), mais cela est associé à une réduction de 

l’assimilation nette de carbone (A) et une réduction de la croissance de la plante. A 

l’inverse, les plantes à conductance stomatique élevée croissent plus vite en 

conditions de croissance optimale, mais ont un WUE plus faible (Lawson & Blatt, 

2014). Pour les plantes d’intérêt agronomique et donc pour les sélectionneurs, il 

apparait plus ou moins prioritaire, selon l’espèce cultivée, de privilégier la fixation du 

carbone sur la WUE, puisque l’augmentation des rendements photosynthétiques de 

2 à 3% est suffisante pour augmenter substantiellement la croissance des plantes et 

la biomasse sur toute la période de végétation (Lefebvre et al., 2005; Zhu et al., 

2007). 

 Parmi les lignées analysées dans cette étude, les mutants mAO appauvris en 

NAD ont une meilleure WUE mais une conductance stomatique plus grande (voir 

chapitre II), vraisemblablement due à une densité stomatique plus importante. Cette 

densité stomatique plus importante est parfois associée à une réduction de la taille 

des plantes, ce qui est le cas pour notre mutant (Doheny-Adams et al., 2012). Aussi, 

l’assimilation nette de CO2 des mutants mAO aux concentrations atmosphériques 

actuelles en dioxyde de carbone n’est pas améliorée. Cela explique sans doute 

pourquoi ces plantes poussent moins bien. 

 Les lignées 35S::AO riches en NAD ont par contre un profil plus classique de 

plantes à faible WUE et forte conductance stomatique, associée à une fixation nette 

de carbone améliorée, et qui en font des plantes très performantes en conditions 

optimales de croissance. D’autres mutants à forte conductance stomatique, forte 

capacité photosynthétique, ayant souvent une forte croissance en conditions 

optimales, le tout associé à une faible WUE, ont déjà été décrits dans la littérature. 

C’est le cas des mutants ssd1-1 (Schlüter et al., 2003) et STOMATOGEN (Tanaka et 

al., 2013). Généralement, l’augmentation de la conductance stomatique constatée 

chez ces plantes est soit associée à une plus forte densité stomatique (Masle et al., 

2005; Beerling and Franks, 2009), soit à des stomates de plus grande taille (Lawson 

& Blatt, 2014), ce qui est le cas des lignées 35S::AO riches en NAD. Il est intéressant 
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de noter que chez des plantes d’Arabidopsis thaliana surproduisant le peptide signal 

EPF1, et qui ont de plus grosses stomates, on observe une transpiration réduite qui 

est associée à une meilleure croissance ainsi qu’une plus forte production de 

biomasse (Doheny-Adams et al., 2012). La densité des stomates est le fruit d’une 

longue évolution. Au cours de leur histoire évolutive, les plantes ont été exposées à 

de grandes variations de conditions environnementales qui ont dicté leurs 

adaptations génétiques à travers des mécanismes qui optimisent leur performance. 

Tout au long du Phanérozoïque, l’adaptation des plantes à des périodes géologiques 

aux teneurs en CO2 atmosphérique différentes et qui se sont progressivement 

abaissées jusqu’à notre époque, a conduit à un passage de plantes à larges 

stomates peu nombreux et avec une faible conductance stomatique, vers des 

plantes à forte densité de stomates de plus petite taille et une forte  conductance 

stomatique. Cette évolution au cours du dernier éon a ainsi conduit à une diminution 

de la WUE (Assouline & Or, 2013). 

 L’épaisseur de la feuille, ou plus exactement la densité massique foliaire, 

contribue aussi à une meilleure WUE, en augmentant les capacités 

photosynthétiques sans augmenter la transpiration. C’est probablement le cas des 

plantes surproduisant le peptide signal ERECTA aux feuilles épaissies (Masle et al., 

2005). Un tel paramètre devrait être mesuré dans nos lignées. 

 Une élément supplémentaire permettrait d’expliquer l’intensité des échanges 

gazeux mesurés dans les plantes riches en NAD. En effet, comme nous l’avons vu 

dans le chapitre précédent, ces plantes riches en NAD accumulent des acides 

organiques comme le malate, le fumarate et le citrate. Or ces acides organiques, 

lorsqu’ils s’accumulent, sont stockés dans les vacuoles des cellules. Dans les 

cellules de garde des stomates, cette accumulation régulerait l’ouverture des 

stomates, facilitant les échanges gazeux (Hedrich and Marten, 1993; Meyer et al., 

2011).  
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 L’altération constitutive de la production de NAD chez Arabidopsis thaliana se 

traduit par une modification de la croissance qui s’accompagne d’une perturbation 

des échanges gazeux entre les feuilles et leur milieu, en particulier des changements 

notables des paramètres physiologiques du métabolisme carboné. L’objectif de ce 

chapitre est d’analyser quelles sont les conséquences métaboliques d’une 

manipulation de la biosynthèse de NAD chez des plantes présentant des niveaux de 

nucléotides à pyridines altérés de façon constitutive. 

 

I- Les niveaux de NAD influent sur la machinerie photosynthétique et la 

fixation du CO2 atmosphérique 

 La caractérisation des lignées mAO et 35S::AO apporte deux outils dérégulés 

de façon opposée dans la production d’AO chez Arabidopsis thaliana, chez lesquels 

on mesure une fixation du carbone et une respiration fortement dérégulés. Nous 

avons entrepris de mesurer deux paramètres qui signent l’état de la machinerie 

photosynthétique, (i) la teneur en chlorophylle d’une part, dont on sait qu’elle peut 

être influencée par les niveaux de NAD (Chai et al., 2005), et (ii) l’activité carboxylase 

de la photosynthèse réalisée par la Rubisco d’autre part. 

 Les plantes mutantes mAO apparaissant de couleur verte plus pâle que les 

plantes Ctrl  (Figures 33 & 35), nous avons entrepris un dosage des teneurs en 

chlorophylles totales par la méthode dite d’Arnon, adaptée de Bruinsma (Bruinsma, 

1961). Les résultats révèlent une baisse d’environ un quart des teneurs en 

chlorophylle chez les plantes mutantes mAO par rapport au Ctrl (8.10-4 µg.mg MF-1 

vs 6.10-4 µg.mg MF-1) (Figure 53a), alors que la teneur en chlorophylles est 

sensiblement augmentée chez les plantes surproductrices de NAD (Figure 53a). Des 

mesures complémentaires en fluorescence ont été réalisées à l’aide d’un SPAD-502 

(KONIKA MINOLTA®), gentiment prêté par Dr. Frank Brentrup (YARA, Haninghof, 

Allemagne). Cette quantification non destructive permet de multiplier les répétitions à 

Chapitre IV 

Conséquences métaboliques des modifications des niveaux de 

NAD chez Arabidopsis thaliana 
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condition que les plantes n’accumulent pas d’anthocyanes qui peuvent interférer 

avec les mesures. Les résultats obtenus suivent la même tendance que celle 

observée avec la méthode spectrophotométrique (Figure 53b). Les teneurs en NAD 

contribuent probablement à la synthèse et/ou à la stabilité des molécules de 

chlorophylle chez Arabidopsis thaliana. 

 

Figure 53 : Mesure des chlorophylles totales des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées 

Ctrl, mAO et 35S::AO. a) par la méthode dite d’Arnon. b), mesure directe réalisée avec un « N-

tester » basée sur la fluorescence de la chlorophylle. Les plantes ont été cultivées sur terreau 

pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de trois répétitions 

indépendantes sur 5 échantillons par génotype pour les mesures par méthode d’Arnon et de trois 

répétitions indépendantes sur trente échantillons par génotype pour les mesures directes ± l’erreur 

standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et 

les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

 La RuBisCO est l’enzyme qui permet la fixation du CO2 atmosphérique chez 

les plantes en C3. Nous avons entrepris la mesure de l’activité initiale de la RuBisCO 

par une technique de dosage au bicarbonate marqué au 14C. La mesure des niveaux 

d’activité RuBisCO initiale extractible met en évidence une diminution de moitié de la 

capacité de fixation de CO2 par la Rubisco chez les plantes mutantes mAO (8 µmoles 

de CO2.min-1.mg-1 protéines totales vs 20 µmoles CO2.min-1.mg-1 protéines)  aux 

teneurs en NAD diminuées (Figure 54). A l’inverse, l’activité Rubisco initiale 

augmente de 50% (30 µmoles CO2.min-1.mg-1 protéines) dans les lignées riches en 

NAD (Figure 54). Ces observations sont en accord avec les mesures de fixation du 

CO2 réalisées à l’aide d’un Li-cor® décrites dans le chapitre précédent. 
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Figure 54 : Mesure des activités initiales de la RuBisCO chez des plantes d’Arabidopsis 

thaliana des lignées Ctrl, mAO1 et 2 et 35S::AO1. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 

6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles 

photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de trois échantillons par génotype ± l’erreur 

standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et 

les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

 Ces expériences suggèrent que le NAD, en fournissant du pouvoir réducteur 

et en stimulant la synthèse de la machinerie photosynthétique, influe sur la fixation 

du carbone des plantes, et stimule ainsi la croissance des plantes. 

II-  Les niveaux de NAD influent sur la synthèse de molécules carbonées 
  

Les paramètres photosynthétiques montrent des variations importantes suivant 

les niveaux de NAD des plantes. Afin d’avoir une idée du contenu réel des plantes en 

carbone, des analyses par EA-IRMS ont été conduites en collaboration avec la 

plateforme Métabolisme Métabolome de l’Institut de Biologie des Plantes. Les 

résultats montrent un contenu en carbone des plantes Ctrl de 35%. Les plantes 

mutantes mAO ont des contenus en C légèrement inférieurs (de 34% et 34.5%). Les 

lignées 35S::AO  contiennent de 35 à 35.5% de C (Figure 55). 
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Figure 55. Analyses foliaires du pourcentage 

de carbone de la matière organique totale des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, 

mAO et 35S::AO par EA-IRMS, Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les 

résultats représentent les moyennes de cinq échantillons indépendants par génotype ± l’erreur 

standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et 

les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 

 A la lumière, une partie du carbone fixé par la photosynthèse est stocké sous 

forme d’amidon. La teneur en amidon foliaire a été estimée à partir de feuilles 

matures récoltées en fin de photopériode par une méthode enzymatique. Les 

résultats montrent une valeur de 30 mg.g MF-1 chez les plantes Ctrl. Chez les 

mutants  mAO appauvris en NAD, cette valeur est diminuée d’environ 20%. Chez les 

lignées 35S::AO riches en NAD, la quantité d’amidon est augmentée 

significativement d’environ 10% par rapport à celle des plantes Ctrl (Figure 56). Les 

niveaux de NAD influent donc sur la synthèse d’amidon au sein des feuilles. 

Figure 56 : Teneurs en amidon des plantes 

d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO, Les plantes ont été cultivées sur terreau 

pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de cinq échantillons 

indépendants par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences 

statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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 Comme la plupart des plantes emmagasinent des glucides sous forme 

d’amidon, la dégradation de ce composé constitue le point de départ de la voie 

respiratoire du carbone. Afin d’entrer dans la glycolyse, le carbone des glucides de 

réserve comme l’amidon doit d’abord être hydrolysé sous forme de glucose ou de 

fructose. Ces deux hexoses ont été quantifiés par GC/MS dans nos lignées. Les 

résultats nous montrent une conservation des teneurs en glucose et fructose des 

lignées riches en NAD par rapport aux lignées Ctrl (Figure 57). Par contre, les 

teneurs en hexoses augmentent très fortement dans les lignées mutantes mAO. 

Chez ces lignées, la diminution des teneurs en NAD entraine une accumulation des 

hexoses qui entrent dans la glycolyse et qui sont issus de la dégradation de l’amidon 

(Figure 57). 

 

Figure 57 : Teneurs en a) glucose et b) fructose des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées 

Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2 au stade 12 feuilles par GC-MS. Les plantes (stade 12 feuilles) ont été 

cultivées sur terreau en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 

µmoles photons m².s-1, Les résultats sont exprimés en % par rapport au Ctrl et représentent les 

moyennes de quatre échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard.  

La seconde étape de la respiration consiste en l’oxydation complète du 

pyruvate en eau et en CO2 par le cycle de Krebs. Parmi les acides organiques 

intermédiaires de ce cycle, nous avons mesuré les teneurs en malate, fumarate et 

citrate, principaux intermédiaires du cycle. Les résultats nous montrent une 

conservation des teneurs en malate et fumarate des lignées appauvries en NAD par 

rapport aux lignées contrôle, mais avec une forte diminution du contenu en citrate. 

Par contre, les teneurs en acides organiques malate, citrate et surtout fumarate 

montent dans les lignées mutantes riches en NAD (Figure 58). Les teneurs en NAD 

semblent donc conditionner le niveau de principaux intermédiaires du cycle de Krebs. 
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Figure 58 : Teneurs en intermédiaires du cycle de Krebs ; a) fumarate b) malate et c) citrate) 

des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2 au stade 12 feuilles 

par GC-MS. Les plantes ont été cultivées sur terreau en condition jours courts (photopériode 8h) à 

une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les résultats sont exprimés en % par rapport 

au Ctrl représentent les moyennes de quatre échantillons indépendants par génotype ± l’erreur 

standard.  

  Le pyruvate est aussi le précurseur des acides organiques entrant dans 

une voie anaplérotique. En effet, le citrate du cycle de Krebs étant utilisé pour fournir 

les squelettes carbonés nécessaires à la synthèse d’acides aminés dans les plastes, 

il est essentiel que le cycle puisse être réalimenté en intermédiaires. Cette fonction 

est dévolue à la phosphoénolpyruvate carboxylase (ou PEPc, EC 4.1.1.31). Les 

mesures d’activité de la PEPc chez les lignées révèlent une augmentation de cette 

activité chez les plantes riches en NAD, (Figure 59). Les niveaux de NAD semblent 

donc moduler la production de PEP carboxylase et la voie anaplérotique. 

 

 

 

 

 

Figure 59: Mesure des activités PEPc dans les plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, 

mAO et 35S::AO, Les plantes ont été cultivées sur terreau en condition jours courts (photopériode 8h) 

à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1, Les résultats représentent les moyennes de 

cinq échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 
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 Ces expériences suggèrent que le NAD stimule la croissance des plantes en 

augmentant la photosynthèse et l’utilisation des assimilats pour la synthèse d’acides 

organiques nécessaires à la respiration et à la réalimentation du cycle de Krebs dont 

découle la synthèse des acides aminés. 

III- Les niveaux de NAD influent sur la synthèse des acides aminés 

  

Puisque nous disposons de systèmes altérés dans les niveaux de NAD(P)/H 

et que les activités PEPc sont modifiées dans nos lignées, une étude du métabolome 

a été réalisée afin de quantifier les acides aminés. Une technique de 

chromatographie liquide haute pression (HPLC) a permis de quantifier de nombreux 

amino-acides, à l’exception de certains présents en quantité infra-minoritaire chez 

Arabidopsis thaliana, comme l’histidine ou l’ornithine. Sur les 18 acides aminés 

quantifiés par technique de HPLC, 13 sont modulés dans leurs niveaux stationnaires 

(Figure 60).  L’aspartate (Asp) et certains de ses dérives, asparagine (Asn), lysine 

(Lys), thréonine (Thr) et Isoleucine (Ile), ont des niveaux plus faibles chez le mAO 

par rapport au Ctrl (Figure 60). Certains acides aminés dérivés du pyruvate, alanine 

(Ala) et valine (Val), ont leur niveau diminués chez mAO, où les teneurs en glycine 

(Gly) s’effondrent, alors que les teneurs en sérine (Ser) restent stables (Figure 60). 

Une variation du rapport Gly/Ser est souvent assimilée à une perturbation de la 

photorespiration. Le pool des autres acides aminés détectés en HPLC est 

comparable chez le mutant mAO et le Ctrl : g-ABA, glutamate (Glu), homosérine 

(hSer), phénylalanine (Phe). Les niveaux de glutamine (Gln) diminuent fortement 

chez le mutant mAO, diminuant le rapport Gln/Glu qui est un marqueur de 

l’assimilation de l’ammonium. 

 Les lignées surexpresseur 35S::AO, connaissent également une perturbation 

de la balance en amino-acides (Figure 60). Ainsi l’enrichissement en NAD entraine 

une accumulation d’Asp, dans les lignées 35S::AO. Cependant, les dérivés de l’Asp 

ont des niveaux diminués comme la Lys ou inchangés comme hSer, Thr ou Ile. L’Ala, 

dérivé du pyruvate, a une teneur plus forte chez les lignées 35S::AO. Une légère 

augmentation de Trp, et une diminution de Phe, tous deux dérivés du shikimate, sont 

observées dans les lignées 35S::AO. Pour ces lignées, le ratio Gly / Ser est inchangé 

de même que le rapport Gln / Glu. 
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Figure 60 : Contenu en acides aminés des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, 

mAO1, et 35S::AO1 et 2 au stade 12 feuilles par HPLC (à l’exception de la glycine mesurée par 

GC-MS). De gauche à droites les barres représentent successivement, pour chacun des acides 

aminés dosés, Ctrl, mAO1, 35S::AO1 et enfin 35S::AO2. Les plantes ont été cultivées sur terreau en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1, Les 

résultats représentent les moyennes de quatre échantillons indépendants par génotype ± l’erreur 

standard. 

IV- Les niveaux de NAD modifient les contenus en azote chez les lignées 

étudiées 
 

 Les variations des teneurs en acides aminés et organiques suggèrent une 

forte altération du métabolisme azoté des plantes aux niveaux en NAD dérégulés. 

Afin d’avoir une idée du contenu réel des plantes en azote, des analyses par EA-

IRMS ont été conduites. Le contenu en N, exprimé en % est proche des 6.7% pour 

les lignées Ctrl et 6,5% pour les lignées mutantes mAO, ce qui est conforme avec les 

données de la littérature (Krapp et al., 2011). Les lignées 35S::AO accumulent 12% 

de N supplémentaire par rapport aux plantes Ctrl (Figure 61a). Les teneurs en NAD 

semblent donc corrélées aux teneurs en azote total dans les lignées de plantes que 

nous avons étudiées. 

 Le 15N  des plantes a également été calculé. Le standard  international utilisé 

dans ce cas est l’azote atmosphérique, dont la valeur 15N est par définition 0, et qui 

comporte une proportion de 15N de 0.3663%0. Le 15N  est de 6.2%0 pour les plantes 

Ctrl. Il est réduit de moitié chez les mAO (Figure 61b). Dans les plantes 35S::AO, les 

valeurs de 15N  sont également plus faibles et atteignent environ 4%0 (Figure 61b). 

La discrimination à l'égard du 15N par la NR est un déterminant majeur de différences 

isotopiques entre les pools d’azote (Carlisle et al, 2014). Ainsi, le 15N  pourrait 

traduire une augmentation d’activité NR et de l’assimilation de l’N dans les plantes 

aux niveaux de NAD modifiés. 
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Figure 61. Analyses foliaires du pourcentage d’azote (a) et de l’abondance naturelle d15N (b) 

d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO par EA-IRMS, Les plantes ont été 

cultivées sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité 

lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de cinq 

échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 

V- L’expression de l’AO influe sur l’assimilation de l’azote 

L'assimilation de l'azote chez les plantes débute par une réduction des nitrates en 

nitrites, réaction catalysée par l'enzyme nitrate réductase (NR). Cette enzyme utilise 

le NAD(P)H comme cofacteur. Il peut alors apparaitre pertinent de mesurer la 

capacité de cette enzyme qui occupe une place critique dans le métabolisme azoté. 

Les niveaux de transcrits des deux gènes codant les deux isoformes de la NR, NIA1 

et NIA2, ont été déterminés par qPCR. Chez le mutant mAO, les niveaux de 

transcrits NIA1 et NIA2 sont drastiquement diminués par rapport au Ctrl, notamment 

pour le gène NIA2 dont l’expression est réprimée d’environ 88 %. A l’inverse, les 

niveaux de transcrits NIA1 et NIA2 sont fortement augmentés chez les plantes 

35S::AO surproduisant l’AO (Figure 62).  
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Figure 62, Analyses des niveaux de transcrits de la nitrate réductase des plantes d’Arabidopsis 

thaliana des lignées Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2. a) Transcrits NIA1 b) transcrits NIA2, 

Expression relative par rapport au gène de référence Act2, Les plantes ont été cultivées sur 

terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de deux répétitions biologiques 

de trois échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 

L’activité extractible in vitro de la NR a également été évaluée en présence de 

MgCl2 (capacité endogène) pour les feuilles de plantes contrôle et 35S::AO. Chez les 

plantes surexprimant l’AO, l’activité NR mesurée dans les feuilles est également plus 

importante comparée au Ctrl, de l’ordre de 55% en plus (Figure 63). La production 

de NR est donc conditionnée par les teneurs en NAD chez Arabidopsis thaliana. 

  

 

 

 

 

Figure 63, Mesure de l’activité Nitrate réductase endogène des plantes d’Arabidopsis thaliana 

des lignées Ctrl et 35S::AO1, Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les 

résultats représentent les moyennes de deux répétitions biologiques de trois échantillons 

indépendants par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences 

statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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Les fortes fluctuations des transcrits NR en réponse à la dérégulation de la 

production d’AO nous ont conduits à mesurer chez les plantes mAO et 35S::AO,  les 

teneurs en NO3
- et NH4

+ par spectrophotométrie. Chez les mutants mAO, les niveaux 

de nitrates et d’ammonium chutent drastiquement et sont respectivement divisés par 

sept et par deux (Figure 64). A l’opposé, les lignées 35S::AO enrichies en NAD ont 

des niveaux de nitrates et ammonium augmentés (Figure 64). 

 

 
 
Figure 64 : Mesure des ions nitrates et ammonium des plantes d’Arabidopsis thaliana des 

lignées Ctrl, mAO et 35S::AO, Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Les 

résultats représentent les moyennes de trois répétitions biologiques de trois échantillons indépendants 

par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement 

significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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 Ces expériences mettent en évidence une forte influence des niveaux de NAD 

sur les premières étapes de l’assimilation primaire de l’azote dans les lignées 

étudiées. Des niveaux de NAD élevés stimulent l’assimilation primaire en 

augmentant les niveaux de nitrates et ceux de NR, alors qu’une baisse des niveaux 

de NAD abaisse les teneurs en nitrates et en transcrits NR. Les teneurs en 

ammonium mesurées ici suivent la même tendance. 

 

VI- La richesse en NAD ne modifie cependant pas l’incorporation de 
nitrates par les plante 

 Une des questions est de savoir si les variations de teneurs en nitrates dans 

les feuilles résultent d’une modification de la vitesse de leur incorporation dans les 

racines. Pour répondre à cette question, nous avons effectué des mesures 

d’incorporation de nitrate marqué à l’azote 15. A cette occasion, des cultures en 

hydroponie ont été réalisées à l’INRA de Versailles dans le cadre d’une collaboration 

avec Anne Krapp. 

 Des influx de 5 minutes dans un milieu contenant 0,2mM15NO3
- (pauvre en 

azote) ou dans un milieu contenant 5 mM 15NO3
- (riche en azote) ont été réalisés, 

afin d’obtenir les résultats de vitesse d’absorption du nitrate par les racines. Les 

résultats de la figure 65 montrent que l’enrichissement en 15N est 5 fois supérieur 

dans les plantes traitées avec la solution à 5mM 15NO3
- par rapport aux plantes 

traitées avec 0,2mM 15NO3
-. Cependant, aucune différence significative de vitesse 

d’influx des nitrates dans les plantes n’est observée entre les différentes lignées. La 

dérégulation des niveaux de NAD dans les plantes ne modifie donc pas 

l’incorporation des nitrates sur un temps court lorsque les transporteurs à forte 

affinité sont induits par le passage sur milieu appauvri en azote. Cela traduit plutôt 

une réaction locale immédiate indépendante des signaux provenant des teneurs en 

NAD dans les plantes. 
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Figure 65 : Analyse racinaire du pourcentage d’azote et de l’abondance naturelle d15N  avant et 

après au K15NO3 des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO par EA-

IRMS. a) pourcentage d’azote : histogramme violet : 0,2mM K15NO3, autre couleur : 5mM de K15NO3, 

b) d15N : histogramme violet : 0,2mM K15NO3, autre couleur : 5mM de K15NO3. Les plantes ont été 

cultivées sur milieu hydroponique pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à 

une intensité lumineuse de 120µmoles photons m².s-1. Les résultats représentent les moyennes de dix 

échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. 
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VII-  Discussion 

 La coordination des métabolismes du carbone et de l’azote est indispensable 

à une croissance harmonieuse des plantes. Comme une grande quantité d’azote est 

investie dans l’appareil photosynthétique, une assimilation optimale du CO2 par la 

photosynthèse nécessite un apport suffisant en azote afin de produire de la 

biomasse. Dans l’autre sens, l’assimilation de l’azote inorganique nécessite des 

quantités significatives de carbone fixé pour fournir les squelettes carbonés 

accepteurs de l’azote pour la synthèse d’acides aminés, et d’importantes quantités 

d’ATP et d’équivalents réducteurs NAD(P)H sont requis pour conduire ce processus. 

Le NAD joue donc un rôle central dans cette coordination, et toute modification de 

ses teneurs ou de son état rédox est susceptible d’affecter les machineries du 

carbone et de l’azote, et par corolaire la croissance et le développement des plantes. 

 

A- L’augmentation des teneurs en nucléotides à pyridine stimule les 

métabolismes carbonés et azotés de manière coordonnée 

 Nous avons vu dans les chapitres précédents que les plantes riches en NAD 

ont des échanges gazeux amplifiés, ce qui se traduit par une augmentation de la 

biomasse et des rendements en graines. D’un point de vue métabolique, on constate 

un renforcement de la machinerie photosynthétique qui, associée à des niveaux 

d’équivalents réducteurs plus élevés, se traduit par une augmentation de la 

photosynthèse nette. En réalité, la photosynthèse brute est encore plus fortement 

augmentée, puisque l’activité respiratoire de ces plantes est très fortement stimulée, 

sans doute sous l’effet des teneurs en NAD(H) accrues. De cette assimilation du 

carbone amplifiée il résulte une augmentation du pourcentage de carbone dans les 

plantes, qui est reflétée par une accumulation de l’amidon transitoire. Si l’assimilation 

du carbone est augmentée, le métabolisme de l’azote semble également stimulé 

dans les feuilles, puisqu’on observe une augmentation de l’activité nitrate réductase 

dans ces organes, associée à une légère augmentation des pools d’ammonium. 

Cette assimilation des nitrates, probablement stimulée par une augmentation des 

pools de nitrates jusqu’ici inexpliquée, mais aussi des pools de NADH, conduit à une 

synthèse globalement maintenue voire supérieure des acides aminés. Cette 

synthèse d’acides aminés ne se fait pas au détriment de la respiration puisque les 

pools de citrate ne diminuent pas, en raison d’une augmentation de la voie 
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anaplérotique qui tire profit du PEP provenant de la glycolyse pour fournir malate et/ 

ou l’oxaloacétate au cycle de Krebs. Outre l’activité PEPc qui est augmentée, on peut 

supposer que celle de la MDH associée à la voie anaplérotique est également 

stimulée par l’augmentation des niveaux de NADH. On constate même une 

augmentation significative des pools d’acides organiques (malate, citrate et 

fumarate). La glycolyse est probablement stimulée puisqu’on constate une 

augmentation des teneurs en Ala, et une tendance à la baisse des niveaux de 

glucose et de fructose est observée. L’augmentation des teneurs en NADH stimule la 

respiration cellulaire probablement à deux niveaux : (i) celui de la chaine de transfert 

d’électron qui consomme du NADH pour synthétiser des molécules d’ATP, dont les 

teneurs augmentent dans ces plantes ; (ii) au niveau des étapes enzymatiques du 

cycle de Krebs et de la glycolyse qui produisent du pouvoir réducteur à partir de 

NAD(P)+ et/ou qui consomment de l’ATP. L’assimilation de l’ammonium en acides 

aminés semble maintenue, puisque les niveaux d’acides aminés majeurs comme le 

glutamate (Glu), la glutamine (Gln) et l’asparagine (Asn) sont inchangés. Tout au 

plus constate-t-on une augmentation de l’aspartate (Asp) qui est l’un des quatre 

acides aminés quantitativement majoritaires dans les tissus végétaux. Cela est peut-

être à mettre en lien avec la stimulation de la biosynthèse de NAD à partir de cet 

amino-acide. Le ratio Gly /Ser conservé entre les plantes Ctrl et nos lignées riches en 

NAD, témoigne d’une activité photorespiratoire normale. L’élévation discrète des 

teneurs en ammonium observée résulterait donc plus d’une stimulation de 

l’assimilation primaire de l’azote dans les feuilles. En effet, si les teneurs en nitrates 

dans les plantes sont élevées, c’est sans doute pour répondre à un besoin accru 

d’assimilation primaire dans ces plantes. Curieusement, les expériences 

d’incorporation sur 5 min des nitrates marqués au 15N au niveau des racines n’ont 

pas permis de mettre en évidence une stimulation des transporteurs de nitrate 

racinaires. En tout état de cause, le pourcentage d’azote augmente dans les plantes. 

Des analyses métabolomiques et transcriptomiques réalisées à plus large échelle 

sont en cours pour étoffer notre compréhension de l’état métabolique général de ces 

plantes. Nous avions procédé  à des analyses transcriptomiques sur puce CATMA 

qui se sont   révélées infructueuses, malgré les vérifications des niveaux de transcrits 

marqueurs par PCR quantitative, probablement parce que la sonde CATMA de notre 

gène cible s’hybride aussi sur d’autres séquences contenant un domaine conservé 

succinate déshydrogénase, et retrouvé dans plusieurs gènes d’Arabidopsis thaliana. 
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Nous espérons obtenir des résultats d’analyse transcriptomique globale 

prochainement avec d’autres systèmes d’analyse. En résumé, les augmentations de 

teneur en NAD stimulent les métabolismes carbonés et azotés de manière 

coordonnée, ce qui permet de maintenir un développement harmonieux des plantes, 

qui accompagne une croissance et une production de biomasse stimulées 

 

B- Le ménage à trois entre photosynthèse, respiration et assimilation de 

l’azote se déséquilibre lorsque les teneurs en NAD sont insuffisantes 

 A l’inverse des plantes 35S::AO, les mutants mAO montrent des niveaux de 

NAD réduits, accompagnés d’une légère oxydation des pools de glutathion. Cela 

s’accompagne d’un retard de croissance, d’un développement racinaire moindre et 

d’un rendement en graines plus faible. L’altération de la croissance observée chez 

ces plantes ne relève probablement pas d’une production de ROS plus importante, 

puisque des premières analyses menées en collaboration avec Anja Krieger-Liszkay 

du CEA de Saclay n’ont pas révélé de différences des niveaux de ROS foliaires 

mesurés par résonnance paramagnétique des électrons (EPR). Pourtant, nous avons 

constaté qu’il était possible d’atténuer, voire d’annuler, le phénotype de retard de 

croissance de ces plantes, à faible lumière (données non montrées). Ces plantes 

auraient donc une limitation des teneurs en équivalents réducteurs qui ne leur 

permettrait pas de fournir suffisamment de NADPH pour la fixation du carbone. A 

l’appui de cette hypothèse, nous avons vu dans le chapitre précédent qu’à faible 

lumière (inférieure à 100 µmoles de photons.m-².s-1), l’assimilation nette (A) du 

mutant est alors supérieure à celle des plantes contrôle. La cause majeure du 

phénotype observé serait alors la limitation de la fixation du carbone et la difficulté à 

régénérer complètement les pools d’antioxydants comme le glutathion dans les 

plastes, à des intensités lumineuses normales pour Arabidopsis thaliana. On 

constate aussi que les pools de glucose et de fructose sont fortement augmentés 

dans les plantes mutantes appauvries en NAD, et que les niveaux d’acides 

organiques baissent, ceci s’accompagnant d’une baisse importante de l’activité 

respiratoire des plantes. Il est possible que chez ces mutants, la baisse des niveaux 

de NAD(P)+ et d’ATP constatée s’accompagne d’une baisse des activités 

enzymatiques clef de la glycolyse et aussi des étapes du cycle de Krebs utilisant le 

dinucléotide comme cofacteur. Outre la G3PDH, dont l’activité pourrait baisser sous 
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l’effet de la baisse des teneurs en NAD, ce seraient les niveaux d’ATP qui en 

baissant, provoqueraient une diminution de l’activité hexokinase et de la 

phosphofructokinase, menant à une accumulation de fructose et de glucose dans les 

feuilles. Ces deux enzymes joueraient en effet un rôle central dans la coordination 

entre la production de sucres et la photosynthèse (Granot et al., 2013). Ainsi, dans le 

mésophylle des tissus photosynthétiques, l’hexokinase inhiberait la photosynthèse 

en inhibant l’expression des gènes photosynthétiques et diminuant la synthèse de 

chlorophylle, lorsque les niveaux de glucose seraient suffisamment élevés (Jang et 

al., 1997; Dai et al., 1999; Moore et al., 2003; Kelly et al., 2012). L’hexokinase 

pourrait aussi intervenir dans la fermeture des stomates, limitant les échanges 

gazeux, mais cette activité serait dépendante de l’ABA, donc dépendante de 

l’établissement d’un stress hydrique ou d’une production de ROS (Kelly et al., 2013). 

Un mutant hexokinase1 d’Arabidopsis thaliana montre, comme chez notre mutant 

mAO aux niveaux de NAD diminués, une réduction de croissance des parties 

aériennes et racinaires en réponse à des intensités lumineuses élevées (Morre et al., 

2003). Les teneurs en citrate baissent dans les plantes mutantes mAO. Cette 

observation est à rapprocher de la baisse de l’activité PEPc de la voie anaplérotique, 

qui pourrait entrainer des difficultés de réapprovisionnement en citrate lorsque celui-

ci est exporté pour produire de l’-cétoglutarate pour la biosynthèse des acides 

aminés par la voie GS-GOGAT. On constate également une diminution très 

significative du ratio Gly/Ser, indiquant une possible augmentation de l’activité 

photorespiratoire de ces plantes. L’assimilation primaire de l’azote serait affectée, 

puisque les pools de nitrates et d’ammonium baissent concomitamment avec une 

forte diminution des transcrits NR, et il en résulte une baisse globale des niveaux 

d’acides aminés, en particulier de la Glu, de l’Asn, de l’arginine (Arg), de l’Asp et ses 

dérivés. On constate aussi une baisse de la production d’Ala, à mettre en lien avec la 

probable diminution de la glycolyse, et on notera aussi une diminution des teneurs en 

Trp, acide aminé indolique précurseur entre autre de l’auxine et des indoles 

glucosinolates, molécules dont nous parleront dans les chapitres suivants. Pour 

résumer, la diminution des niveaux de NAD dans les mutants mAO d’Arabidopsis 

thaliana entrainerait une diminution de la photosynthèse et de la glycolyse, limitant 

les étapes ultérieures respiratoires et de synthèse d’acides aminés en squelettes 

carbonés.  
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 Les analyses physiologiques et métaboliques des lignées aux teneurs en NAD 

altérées ont permis de mettre en évidence une modification des grandes fonctions 

métaboliques des plantes en conditions normales de culture. Les éléments donnés 

dans la littérature suggèrent qu’il existe un lien fort entre homéostasie énergétique et 

résistance aux conditions adverses de l’environnement. Pour investiguer cette 

problématique, l’analyse de lignées aux teneurs variés en NAD a été étendue à 

différents stress abiotiques. 

I-  Les plantes riches en NAD sont plus résistantes à un stress 

chaleur/lumière 

 Les données de la littérature ont montré que lorsque la surconsommation de 

NAD par les plantes était empêchée dans des situations de stress extrêmes, les 

plantes parvenaient à survivre (De Block et al., 2005). Nous avons par conséquent 

appliqué un stress combiné forte lumière/forte chaleur, proche des conditions 

décrites dans la littérature, afin de mettre à l’épreuve nos plantes riches en NAD. 

Comme décrit ci-dessous figure 66, des plantes sauvages d’Arabidopsis thaliana 

âgées de huit semaines sont soumises à une forte intensité lumineuse (350 µmol 

photons.m².s-1)  et  une température de 37°C, en maintenant un approvisionnement 

en eau constant. Les plantes Ctrl sont fortement détériorées après une semaine de 

traitement (Figure 66). A l’inverse, les plantes 35S::AO riches en NAD sont peu 

sensibles aux conditions abiotiques extrêmes de cette expérience (Figure 66). A 

condition de maintenir irriguées les plantes, l’augmentation des teneurs en NAD 

protège les plantes face à des conditions abiotiques extrêmes. 

 

 

 

Chapitre V 

Impact des niveaux de NAD sur la résistance aux stress 

abiotiques chez Arabidopsis thaliana 
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Figure 66 : Photographie représentative d’une plante contrôle Ctrl (à gauche) et une plante 

35S::AO (à droite) d’Arabidopsis thaliana cultivées après une semaine sous forte lumière (350 

µmol photons.m-².s-1) et forte température (37°C).  Le cliché représente des plantes âgées de 8 

semaines cultivées en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 

µmoles photons m².s-1  avant l’établissement du stress. 

 

II- Les niveaux de NAD influencent la résistance des plantes à la 

sécheresse 

 A condition d’une disponibilité suffisante en eau, les plantes riches en NAD 

sont plus résistantes à des conditions extrêmes de culture. Cependant, nous savons 

qu’elles transpirent plus et que leur efficacité d’utilisation de l’eau est plus faible (voir 

chapitre III). Or, la contrainte hydrique est un véritable enjeu en agronomie. Dans le 

but d’étudier l’effet des teneurs en NAD sur la résistance des plantes au stress 

hydrique, nous avons entrepris des cinétiques de déshydratation des lignées 

transgéniques d’Arabidopsis thaliana dérégulées pour la production d’AO. 

 Huit jours après la mise en place du stress, 20% des plantes contrôle sont 

desséchées, et la plupart d’entre-elles commencent à flétrir. Le lendemain, 100% des 

plantes sont flétries et à 11 jours toutes les plantes sont mortes. Dès huit jours, 100% 

des plantes 35S::AO riches en NAD sont desséchées (Figure 67). La lignée mAO, 

appauvrie en NAD, survit jusqu’à 17 jours après application de la contrainte hydrique. 
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Figure 67 : Photographie représentative d’une plante contrôle Ctrl, une plante mAO1 une plante 

35S::AO1 et une plante 35S ::AO2 d’Arabidopsis thaliana cultivées après 8 jours de stress 

hydrique. Le cliché représente des plantes âgées de 6 semaines cultivées en condition jours courts 

(photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1 avant l’établissement du 

stress. 

 

 Une cinétique du statut hydrique (déficit hydrique et contenu relatif en eau), du 

potentiel hydrique et du profil hormonal des plantes, en parallèle du contenu hydrique 

du sol, a alors été entreprise à 0, 6, 9, et 12 jours. Le premier point de la cinétique, J-

0, consiste au début du stress, établi 6 semaines après repiquage. Le deuxième 

point, J-6, est un temps intermédiaire positionné avant l’apparition des symptômes de 

flétrissement des plantes les moins résistantes au stress hydrique, les lignées 

35S::AO, et pour lesquelles on veut observer comment varient les hormones, l’ABA 

notamment. Associé au profilage hormonal, le contenu relatif en eau (RWC) des 

plantes et des pots a été estimé.  Puis le point suivant est réalisé à J-9, lorsque les 

plantes 35S::AO et les plantes Ctrl sont desséchées mais sont capables de 

reviviscence après hydratation. Enfin, un dernier point de cinétique est réalisé à J-12, 

date à laquelle les lignées 35S::AO et Ctrl ne sont mortes. Notons que 12 jours après 

le début du stress, les plantes mAO commencent à avoir des symptômes de 

flétrissement. Afin de se rendre compte de l’état hydrique des plantes, le contenu 

relatif en eau (ou RWC pour « relative water content ») des plantes a été estimé. 

Pour cela, des disques foliaires ont été prélevés, pesés, hydratés pendant 24h, 

pesés à nouveau, puis séchés à l’étuve à 50°C pendant 48h avant d’être à nouveau 

pesés. Ce paramètre est le plus utilisé pour définir l’état hydrique de la plante 

(Tardieu et al., 1993; Hummel et al., 2010). 

Ctrl mAO1 35S::AO1 35S::AO2 
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1) Le contenu relatif en eau (RWC) a été défini avec la formule suivante : 

 

 

  

 

Figure 68 : Cinétique du contenu relatif en eau (RWC) des plantes d’Arabidopsis thaliana des 

lignées Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2 au cours du stress hydrique. Les plantes ont été cultivées 

sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse 

de 100 µmoles photons m².s-1. La mise en place du stress hydrique est réalisée au bout de 6 

semaines. Les résultats représentent les moyennes de deux expériences indépendantes sur six 

échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard.  

Les résultats montrent que le contenu relatif en eau des plantes témoins est 

relativement stable et fluctue aux alentours de 80%, quelques soient les lignées. La 

réponse des plantes Ctrl au stress hydrique semble être bi-phasique. Tout d’abord il 

y a une diminution du RWC 6 jours après le début du stress, atteignant alors une 

valeur de 72%, avant de retrouver sa valeur initiale 9 jours après le début du stress 

(Figure 68). Notons qu’à 9 jours après le début du stress, si on réhydrate les plantes, 

celles-ci sont capables de réviviscence. 12 jours après le début du stress, les plantes 

Ctrl atteignent un point de non-retour et le RWC chute alors drastiquement à 43%.  

En ce qui concerne les plantes de la lignée 35S::AO, la réponse bi-phasique est 

davantage marquée. Ainsi, dès 6 jours après le début du stress, le RWC atteint 60%. 

12 jours après le début du stress le RWC est de 38 et 42% pour les lignées 

35S::AO1 et 35S::AO2 respectivement, et les plantes ne sont plus capables de 
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réviviscence.Le contenu relatif en eau de la lignée mAO testée conserve la même 

valeur de 80% sur les 12 jours de stress hydrique. La capacité des plantes mutantes 

à maintenir le contenu relatif en eau élevé pourrait expliquer la résistance de ces 

lignées à la contrainte hydrique. 

2) La teneur en eau se définit par la formule suivante : 

 

 Elle a été définie en parallèle du RWC et constitue aussi un paramètre 

important de l’état hydrique des plantes. Pour toutes les lignées, en conditions non 

stressées, la teneur en eau est de l’ordre de 90% (Figure 69). La teneur en eau suit 

des tendances similaires au RWC. Ainsi, chez le Ctrl, la teneur en eau diminue très 

fortement (de 15%) 12 jours après le début du stress. Les lignées 35S::AO suivent la 

même tendance que les plantes Ctrl (Figure 69). Les plantes mAO conservent leur 

teneur en eau tout au long du stress appliqué. 

 

Figure 69 : Cinétique de la teneur en eau  des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, 

mAO1 et 35S::AO1 et 2 au cours du stress hydrique . Les plantes ont été cultivées sur terreau 

pendant 6 semaines (Ctrl et 35S::AO) ou 7 semaines (mAO) en condition jours courts (photopériode 

8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. La mise en place du stress hydrique est 

réalisée au bout de 6 ou 7 semaines. Les résultats représentent les moyennes de deux expériences 

indépendantes sur six échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard.  
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 Les plantes 35S::AO se déshydratent plus vite les six premiers jours que les 

Ctrl, mais ensuite elles récupèrent un contenu en eau équivalent. Cela se passe 

comme si ces plantes qui échangent plus avec le milieu prenaient plus de temps à 

mettre en place les réponses de clôture de stomates à la sécheresse. 

 

 3) Le potentiel hydrique est une mesure de l'avidité en eau d'un 

compartiment biologique. Plus il est élevé (moins négatif) dans un compartiment, et 

plus l'eau a tendance à le quitter. Inversement, l'eau a tendance à rentrer dans les 

compartiments ayant un faible potentiel hydrique (très négatif). En collaboration avec 

Gabriel Cornic du laboratoire Ecologie Systématique Environnement de l’Université 

Paris-Sud, nous avons entrepris des mesures du potentiel hydrique foliaire des 

lignées d’Arabidopsis thaliana à l’aide d’un appareil de mesure de potentiel hydrique 

WP4-T Dewpoint (Decagon Devices, Pullman, USA). Chez Arabidopsis thaliana, le 

potentiel hydrique des plantes cultivées en condition normales d’hydratation oscille 

autour de -0,9 MPa. Jusqu’à 6 jours de stress hydrique, on n’observe aucune 

variation de ce potentiel entre les différentes lignées. Le stress hydrique entraîne une 

diminution du potentiel hydrique des plantes Ctrl et 35S::AO  lorsque celles-ci 

flétrissent. Il semble que les plantes 35S::AO soient capables d’abaisser plus 

fortement leur potentiel hydrique, à -1,8MPa, contre -1,6MPa pour les plantes Ctrl 

(Figure 70). Chez les plantes mutantes qui ne flétrissent pas jusqu’à 12 jours, on 

observe cependant un léger abaissement du potentiel hydrique à environ -1,1 MPa 

(Figure 70), qui traduit la résistance des plantes à la contrainte hydrique. 
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Figure 70 : Potentiels hydriques foliaires (mesurés en MPa) des différentes lignées 

d’Arabidopsis thaliana Ctrl, mAO et 35S::AO au cours du stress hydrique . Les plantes ont été 

cultivées sur terreau pendant 6 semaines (Ctrl et 35S::AO) ou 7 semaines (mAO) en condition jours 

courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. La mise en place du 

stress hydrique est réalisée au bout de 6 ou 7 semaines. Les résultats représentent les moyennes de 

trois échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. 

 

III-  La mesure du contenu en eau du sol 

 La mesure du contenu en eau du sol permet de suivre en parallèle de la perte 

en eau de la plante, la teneur en eau du sol. Le contenu en eau du sol s’exprime ici 

en % (Figure 70). Les sols normalement hydratés contiennent de 55% à 60% d’eau 

en moyenne. Les résultats montrent que le contenu relatif en eau du sol chute 

progressivement à 50% pour tous les pots après 6 jours de stress hydrique. Pour les 

pots à plantes Ctrl et 35S::AO, le contenu en eau du sol chute à 40% à 9 jours, stade 

où les plantes sont toutes flétries, et à moins de 30% à 12 jours, stade auquel les 

plantes sont mortes. Les sols des pots contenants les plantes mutantes mAO ont un 

pourcentage en eau stable jusqu’à 12 jours, confirmant que les plantes appauvries 

en NAD ne transpirent quasiment pas (Figure 71). 
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Figure 71 : Contenus relatifs en eau du sol des pots (exprimés en %) ayant contenus les 

différentes lignées d’Arabidopsis thaliana Ctrl, mAO et 35S::AO au cours de la cinétique de 

déshydratation. 

 

IV- La réponse différentielle des plantes au stress hydrique 

s’accompagne d’une modification du profil hormonal 

 La réponse à la contrainte hydrique se traduit dans les feuilles par une 

fermeture des stomates médiée par l’acide abscissique ou ABA (Allen et al., 2001) 

(Allen et al., 2001). C’est pourquoi nous avons complété l’analyse de la cinétique de 

stress hydrique par un profilage hormonal/ de métabolites secondaires par LC-MS en 

collaboration avec Florence Guérard de la Plateforme Métabolisme Métabolome. 

L’ABA est un terpénoïde qui intervient surtout dans la régulation de la germination 

des graines, dans l’induction des protéines de réserves et dans la réaction aux stress 

hydriques. En particulier, l’ABA est connu pour contrôler la fermeture des stomates 

selon une signalisation dépendante de la production de ROS et de cADPR (Allen et 

al., 2001; Kwak et al., 2003). Les analyses réalisées sur les lignées d’Arabidopsis 

thaliana en conditions de stress hydrique révèlent une forte induction de la 

production d’ABA à 6 jours dans les plantes Ctrl et 35S::AO (Figure 72). A 9 jours de 

stress hydrique, cette induction se poursuit dans les plantes surproduisant le NAD, 

alors que les niveaux d’ABA baissent déjà dans les plantes Ctrl. A 12 jours, lorsque 
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les plantes Ctrl et 35S::AO meurent, les niveaux d’ABA ont retrouvé des valeurs 

normales. On observe aussi chez le mutant mAO une induction progressive de la 

production d’ABA, sensible depuis 9 jours de stress hydrique (Figure 72). La 

production d’ABA accompagne donc la déshydratation des plantes et celle-ci est 

maintenue plus forte jusqu’à 9 jours chez les plantes surproduisant du NAD. 

 

Figure 72 : Teneur en acide abscissique (ABA) des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées 

Ctrl, mAO et 35S::AO au cours du stress hydrique par LC-MS . Les plantes ont été cultivées sur 

terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100µmoles photons m².s-1. La mise en place du stress hydrique est réalisée au bout de 6 semaines. 

Les résultats représentent les moyennes de trois échantillons indépendants par génotype ± l’erreur 

standard. 

 

 Les cytokinines sont des dérivés substitués en N6 de l’adénine. La zéatine est 

la cytokinine naturelle la plus répandue chez les plantes supérieures. Elle peut être 

associée à un riboside en position 9. En plus de la stimulation des divisions 

cellulaires, les cytokinines interviennent notamment sur la différenciation des 

chloroplastes et la sénescence des feuilles (Ha et al., 2012). Les analyses réalisées 

sur les lignées d’Arabidopsis thaliana en conditions de stress hydrique, révèlent une 

induction de la production de zéatine qui accompagne la progression de la 

déshydratation, et qui se manifeste dès 6 jours chez les plantes contrôle et 35S::AO, 

sans différence significative entre ces génotypes (Figure 73a). La production de 
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zéatine riboside est induite dès 6 jours chez les plantes 35S::AO, et semble suivre la 

même tendance de production que la zéatine parmi tous les génotypes (Figure 73b). 

 

Figure 73 : Teneur en a) zéatine ; b) zéatine riboside des plantes d’Arabidopsis thaliana des 

lignées Ctrl, mAO et 35S::AO au cours du stress hydrique par LC-MS. Les plantes ont été 

cultivées sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité 

lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. La mise en place du stress hydrique est réalisée au bout de 

6 semaines. Les résultats représentent les moyennes de trois échantillons indépendants par génotype 

± l’erreur standard. 

 L’acide indole acétique ou IAA est l’auxine naturelle la plus répandue chez les 

plantes supérieures. Elle est principalement produite dans les cellules de l’apex 

caulinaire et dans les jeunes feuilles des plantes. Elle induit l’élongation cellulaire et 

les divisions cellulaires et sert de molécule signal nécessaire au développement  des 

organes et à la coordination de la croissance des plantes. On observe une 

accumulation foliaire d’IAA chez les mutants mAO1 appauvris en NAD, sans 

distinction de conditions de cultures (Figure 74). Une diminution des teneurs en NAD 

semble induire une production d’auxine dans les feuilles. 
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Figure 74 : Teneur 

en acide indole acétique (IAA) des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 

35S::AO au cours du stress hydrique par LC-MS. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 

6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles 

photons m².s-1. La mise en place du stress hydrique est réalisée au bout de 6 semaines. Les résultats 

représentent les moyennes de trois échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. 

 Figure 75 : Teneur 

en acide coumarique des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO au 

cours du stress hydrique par LC-MS. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines 

en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100µmoles photons m².s-1. 

La mise en place du stress hydrique est réalisée au bout de 6 semaines. Les résultats représentent 

les moyennes de trois échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. 
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L’acide coumarique est un acide hydroxycinamique dérivé de la phénylalanine 

et qui intervient dans les réactions de défenses des plantes. C’est aussi le précurseur 

de la lignine, des flavonoïdes et isoflavonoïdes. Les analyses réalisées sur les 

lignées d’Arabidopsis thaliana en conditions de stress hydrique révèlent une 

induction progressive de la production d’acide coumarique au cours de l’expérience 

du stress hydrique, et ce indépendamment du génotype considéré (Figure 75). 

V- Discussion 

 Les données de la littérature suggèrent qu’il existe chez les plantes un lien 

entre homéostasie du NAD, maintien des niveaux de NAD et leur résistance aux 

stress abiotiques (De Block et al., 2005; De Block & Van Lijsebettens, 2011). Elles 

suggèrent en outre un rôle de la biosynthèse du NAD dans la réponse des plantes à 

la contrainte hydrique en participant à la fermeture des stomates (Leckie et al., 1998; 

Hashida et al., 2009).  

A- Des plantes d’Arabidopsis thaliana adaptées au climat tropical ? 

 Si les performances en terme de rendement en graines et de production de 

biomasse chez les plantes riches en NAD sont impressionnantes, des paramètres 

physiologiques comme la fixation de de CO2 aux fortes intensités lumineuses (voir 

chapitre III) prédisent que ces plantes peuvent supporter des conditions de 

luminosité et de température plus proches des conditions tropicales (saison humide) 

que celles auxquelles l’espèce Arabidopsis thaliana est adaptée. Pour répondre à 

cette question, nous avons cultivé nos lignées 35S::AO dans des conditions de forte 

intensité lumineuse (350 µmol photons.m².s-1) et à la température de 37°C, tout en 

maintenant un approvisionnement optimal en eau. Ces conditions de fortes 

lumière/chaleur sont souvent fatales à des plantes qui, comme Arabidopsis thaliana, 

ont un optimum de croissance à des températures comprises entre 23 et 25°C pour 

une intensité lumineuse allant de 130 à 150 µmol photons.m².s-1. Dans ces 

conditions « tropicales », l’effet de la chaleur est compensé par une augmentation de 

la conductance stomatique et de la respiration chez les plantes adaptées (Mittler, 

2006). Or chez les plantes riches en NAD, ces paramètres sont déjà élevés, ce qui 

pourrait rendre compte de la résistance des plantes 35S::AO à ces conditions. La 

présence combinée de plus de Rubisco, plus de chlorophylle et plus de NAD dans 

ces plantes, leur permet probablement de supporter un plus fort flux d’électrons sur 

la chaîne de transfert chloroplastique utilisé par le cycle de Calvin pour la fixation du 
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carbone. De plus forts niveaux de NAD facilitent la détoxication des ROS produites à 

la lumière dans les chloroplastes (Sunkar et al., 2003; Apel & Hirt, 2004; Mano et al., 

2005; Noctor, 2006), et les niveaux de NAD permettent de renouveler plus 

activement les molécules de chlorophylle (Chai et al., 2005), limitant les dommages 

sur l’appareil photosynthétique lorsque les intensités lumineuses sont fortes. En 

augmentant constitutivement la teneur en NAD des plantes d’Arabidopsis thaliana, 

nous les avons rendues plus adaptées à des conditions environnementales 

inhabituelles pour cette espèce végétale, qui sont plus proches des saisons humides 

des climats tropicaux que des conditions tempérées rencontrés sous nos latitudes. 

Pour valider cette assertion, il conviendrait cependant de vérifier quels sont les 

nouveaux optimum de température et de luminosité des lignées 35S::AO. Par 

ailleurs, il est également possible que ces plantes soient plus résistantes à d’autres 

stress température, le métabolisme du NAD semblant par exemple impliqué dans la 

résistance au froid (Kuraishi et al., 1968; Ruiz et al., 2002). 

 

B- Des plantes légèrement plus sensibles à la sécheresse mais plus 

résistantes au stress hydrique ? 

 Le stress hydrique est un des enjeux les plus importants des végétaux depuis 

que ceux-ci ont colonisé le milieu terrestre. Bien que l’eau soit abondante sur Terre, 

l’eau douce est rare, et l’eau présente dans les sols représente une forte limitation 

ainsi qu’une pression de sélection continue sur les écosystèmes terrestres (Bray, 

2013). Les plantes vasculaires transpirent classiquement entre 100 g et 1000 g d’eau 

par gramme de matière organique sèche formée. Ce maigre rendement de la fixation 

carbonée s’explique par l’énorme différence de potentiel hydrique entre l’intérieur des 

feuilles et l’atmosphère, et au contraire la maigre différence de pression partielle de 

CO2. La fixation du CO2 nécessite l’ouverture des stomates, alors que les pertes en 

eau en sont une inévitable conséquence. 

 

 Inévitablement donc, les plantes qui transpirent plus pour fixer du carbone 

sont  désavantagées en situation de stress hydrique. A l’inverse, des plantes qui 

fixent peu le carbone et qui du coup échangent peu d’eau avec l’atmosphère, sont 

avantagées dans ces mêmes conditions. Ainsi, observons-nous une forte résistance 

des plantes mutantes mAO après arrêt de l’arrosage des pots. Les contenus en eau 
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du sol et des feuilles diminuent très peu au cours du temps, confirmant les mesures 

de transpiration qui indiquent que celle-ci est très faible (voir chapitre III). Cependant, 

une fois un certain seuil de déshydratation franchi, les plantes mAO meurent comme 

celles des autres lignées. Nous avons ainsi observé un délai de 6 jours pour toutes 

les lignées, entre l’apparition des premiers signes morphologiques de déficit hydrique 

et la mort des plantes. On pourrait penser que c’est la plus faible vitesse de 

croissance qui conduirait à une meilleure résistance à la sécheresse. Cependant, les 

données de la littérature indiquent que d’autres plantes mutantes  à croissance 

diminuée sont pourtant plus sensibles au stress hydrique (Catala et al., 2007). Il n’est 

en outre pas certain que ce type de mutant mAO soit plus résistant en champ à une 

sécheresse, puisque la sécheresse s’accompagne d’un dessèchement rapide des 

couches superficielles du sol, et que les plantes mutantes ont un appareil racinaire 

moins développé (voir chapitre I).  

 

 Le contenu relatif en eau des rosettes exprime un équilibre entre deux 

processus, (i)  la régulation des pertes en eau au niveau des feuilles par transpiration 

(stomatique et cuticulaire), et (ii) les capacités d’absorption de l'eau dans la réserve 

utile du sol. En supposant que les pertes en eau du sol par évaporation soient 

sensiblement équivalentes pour les trois lignées, les différences de pertes en eau 

journalières des pots traduisent principalement une variabilité de transpiration. Les 

plantes riches en NAD subissent une première déshydratation entre le premier et le 

sixième jour après arrêt de l’arrosage, puis leur teneur en eau ré-augmente 

légèrement au neuvième jour où les plantes recouvrent le même état hydrique que 

les plantes Ctrl. A ce stade, les plantes qui ont recouvré un contenu relatif en eau 

supérieur à celui du  sixième jour, flétrissent pourtant. Cette variation biphasique du 

contenu relatif en eau au cours de la déshydratation est classiquement retrouvée 

dans la littérature (Poulson et al., 2006). Le flétrissement résulterait d’une baisse 

importante du contenu en eau des plantes qui n’arrivent plus à abaisser 

suffisamment leur potentiel osmotique pour attirer l’eau vers la plante. On remarque 

que les plantes riches en NAD abaissent davantage leur potentiel hydrique, ce qui 

suggère qu’elles sont capables d’un plus fort ajustement osmotique que les plantes 

Ctrl. Pour autant, ces plantes riches en NAD flétrissent légèrement plus vite que les 

plantes Ctrl. Un suivi plus détaillé et simultané des potentiels hydriques foliaires et 

édaphiques entre 9 et 12 jours après l’arrêt d’arrosage permettrait de répondre à 
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cette question. Les plantes 35S::AO qui sont plus riches en NAD, apparaissent plus 

sensibles à la sécheresse car elles poussent plus vite donc transpirent plus, mais 

sont probablement plus capables d’abaisser leur potentiel hydrique pour puiser l’eau 

du sol. En effet, lorsque la quantité d'eau au niveau du sol diminue, le potentiel 

hydrique foliaire nécessaire pour provoquer le mouvement d'eau depuis le sol 

jusqu'aux feuilles doit être d'autant plus faible (Lacaze, 2006). Ces plantes riches en 

NAD seraient donc plus performantes à stress hydrique équivalent. Afin de valider 

cette hypothèse, nous envisageons de réaliser des expériences de culture des 

différentes lignées sur milieux contenant des solutés non perméants comme le 

polyéthylène glycol et le mannitol. 

 

 Dans le cas d'abaissement du potentiel hydrique, la tolérance des plantes 

s'exprime par un maintien de la turgescence, rendue possible grâce au phénomène 

d'ajustement osmotique, qui est lié à la capacité du végétal à accumuler certains 

solutés (Blum, 2005). L'ajustement osmotique permet une protection des membranes 

et des systèmes enzymatiques (Santarius, 1973), en particulier au niveau des 

organes jeunes (Morgan, 1992), et intervient en retardant la sénescence foliaire et en 

améliorant l'extraction de l'eau par les racines (Turner, 1997).  Il permet de maintenir 

la conductance stomatique et la photosynthèse à des potentiels hydriques foliaires 

bas, ce que nous n’avons pas pu vérifier au cours de nos cinétiques, les appareils de 

mesure d’échanges gazeux étant malencontreusement tombés en panne. Parmi les 

osmorégulateurs dont l'accumulation permet la diminution du potentiel osmotique, 

nous avons mesuré chez les plantes riches en NAD une augmentation des niveaux 

de nitrates et d’acides organiques. En effet, les nitrates jouent chez certaines 

espèces végétales comme le tournesol, un rôle important en cas de stress hydrique 

(Jones et al., 1980). Aussi, les acides organiques comme l'acide malique, 

quantitativement important chez la plupart des espèces cultivées (Clark, 1969), 

contribuerait à l'abaissement du potentiel osmotique chez le sorgho (Newton et al.,  

1986). 
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C- La résistance à la sécheresse est conditionnée par l’antagonisme ABA-

cytokinines ? 

  

 Les stomates sont de petits pores qui interrompent la continuité de l’épiderme 

et de la cuticule qui le recouvre. Leur degré d’ouverture conditionne les échanges 

gazeux entre la feuille et le milieu extérieur, et contrôle en particulier les échanges 

d’eau. Les stomates sont ainsi en première ligne pour éviter les pertes d’eau par les 

plantes en situation de contrainte hydrique. Deux mécanismes principaux régulent la 

fermeture des stomates, (i) un mécanisme hydroactif sous la dépendance du 

métabolisme qui implique des flux ioniques, et (ii) l’abaissement du potentiel hydrique 

qui implique l’ABA, en situation de stress hydrique (Wilkinson & Davies, 2008). Au 

cours d’un épisode de sécheresse, la synthèse d'acide abscissique (ABA) est 

stimulée dans les racines et dans les feuilles (Tardieu et al., 1993; Zhang & Outlaw, 

2001; Gutschick and Simonneau, 2002; Osakabe et al., 2014). L’ABA qui s’accumule 

dans les tissus vasculaires est transporté aux cellules de garde par diffusion passive 

en réponse aux changements de pH, ainsi que par des transporteurs spécifiques, 

dont certains sont de la famille des transporteurs de nitrates  (Kang et al., 2010 ; 

Kumori et al., 2010 ; Osakabe et al., 2014). A l’inverse, les cytokinines ont une action 

antagoniste de celle de l’ABA, puisque leur application exogène à des plantes 

provoque une ouverture des stomates et une augmentation de la transpiration foliaire 

(Pospilova et al., 2011). Si en réponse à un stress hydrique modéré ou réalisé sur 

des temps courts on constate une augmentation des teneurs en cytokinines, lors de 

stress plus intenses ou prolongés, les niveaux de cytokinines chutent (Havlova et al., 

2008 ; Nishiyama et al., 2011 ; Kudoyavora et al., 2007) 

 La production d’ABA par les plantes régule négativement celle des cytokinines 

(Nishiyama et al., 2011 ; Vaseva et al., 2008), et des mutants affectés dans la 

biosynthèse ou la signalisation dépendante des cytokinines sont plus tolérants aux 

stress hydriques (Nishiyama et al., 2011). Cependant, cette augmentation de 

résistance au stress hydrique serait due plus à une activation des gènes sous le 

contrôle de la signalisation ABA et à l’augmentation de l’intégrité des membranes 

qu’à une différence de fermeture des stomates (Nishiyama et al., 2011; Ha et al., 

2012) . 
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 Nos résultats confirment une induction transitoire et très forte des niveaux 

d’ABA chez les plantes les moins résistantes au stress hydrique, et qui reste 

longtemps élevée chez les lignées 35S::AO riches en NAD. On constate qu’au 

moment où les plantes meurent, les teneurs en ABA sont abaissées chez ces 

plantes, alors qu’elles continuent d’augmenter progressivement chez les lignées 

mAO pauvres en NAD, pour lesquelles un stress hydrique est en train de s’installer. 

Les teneurs en zéatine, principale cytokinine chez Arabidopsis thaliana, augmentent 

tout le long du stress jusqu’à la mort de la plante. Lorsque les plantes meurent, on 

constate une évolution antagoniste des niveaux d’ABA qui baissent et de cytokinines 

zéatine et zéatine-riboside, laquelle s’accompagne d’une drastique diminution du 

contenu en eau des plantes. Ceci suggère que les stomates ne sont plus maintenus 

fermés dans les stades ultimes du stress hydrique. 

 Le profilage métabolomique qui nous a permis de suivre les teneurs en ABA et 

en cytokinines, nous a aussi permis d’identifier une tendance à la baisse de l’IAA lors 

du stress hydrique. Surtout, l’auxine (IAA) s’accumule très fortement chez les lignées 

mAO pauvres en NAD. Cette accumulation d’IAA s’accompagne d’une diminution 

des teneurs en son précurseur, le tryptophane (voir chapitre précédent). Un autre 

composé du métabolisme secondaire des plantes, l’acide coumarique, augmente de 

façon importante avec le stress des plantes dans l’ensemble des lignées. Ce 

composé de la voie des phénylpropanoïdes est impliqué dans la production de 

nombreux métabolites secondaires en réponse aux stress, comme les anthocyanes, 

les flavones et flavonols, les acides féruliques (précurseurs de la lignine) et l’acide 

caféique (Hura et al., 2009). Il n’est donc pas surprenant que sa production 

augmente en réponse au stress hydrique. 
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Chapitre I 

 

 Nous avons vu dans l’introduction ainsi que dans les chapitres précédents que 

le  métabolisme du NAD était impliqué dans un grand nombre de réponses aux 

stress environnementaux, en particulier les stress abiotiques et les stress 

pathogènes. Cependant jusqu’ici, il n’existe presque pas de travaux montrant une 

implication directe du métabolisme des nucléotides à pyridine des plantes dans la 

réponse à une attaque de ravageur  (Rawat et al., 2012). Il existe par contre 

quelques études récentes rapportant l’implication de cytochrome P450 NADPH-

réductases dans la détoxication par les insectes de composés du métabolisme 

secondaire des plantes (Keeling et al., 2013 ; Liu et al., 2014 a et b ; Pottier et al., 

2012). Dans le cadre de notre travail sur les conséquences physiologiques des 

dérégulations du niveau de NAD sur le métabolisme des plantes en réponse aux 

stress, nous avons donc décidé d’initier une étude sur la question de l’influence des 

niveaux de NAD de la plante sur le développement des ravageurs, en utilisant le 

puceron Myzus persicae comme modèle. Ce travail a été réalisé en collaboration 

avec Juergen Kroymann & Marina Pfalz, du laboratoire d’Ecologie Systématique et 

Evolution de l’Université Paris-Sud. 

I- Description du pathosystème Arabidopsis thaliana – Myzus persicae 

 

 Parmi le grand nombre d’insectes se nourrissant de plantes, les pucerons 

interagissent avec leurs hôtes dans une forme assez particulière. En effet, au lieu de 

retirer des quantités plus ou moins grandes de tissus végétaux, ils se nourrissent 

presque exclusivement de la sève du phloème. Ce style d’alimentation provoque peu 

de dégâts directs sur les tissus de la plante, mais à des conséquences importantes 

sur le  métabolisme de la plante,  en raréfiant ses ressources et en réduisant  la 

production de biomasse, entrainant parfois des pertes de rendement considérables. 

Ainsi les infestations de pucerons ont une incidence très négative sur la plante hôte. 

La plupart des pucerons sont aussi vecteurs de maladies virales. Les pucerons 

Chapitre VI 

Impact des niveaux de NAD sur la prolifération des 

pucerons chez Arabidopsis thaliana 
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appartiennent à un grand groupe d’insectes hémiptères qui utilisent le stylet de leur 

bouche pour percer les tissus foliaires et se nourrissent dans le phloème. Myzus 

persicae (Figure 76), communément connu sous le nom de puceron vert du pêcher, 

est un ravageur de plus de 400 espèces végétales différentes appartenant à plus de 

50 familles, dont un grand nombre sont des espèces d’intérêt agronomique comme la 

pomme de terre, la tomate, la canne à sucre, la pêche, l’amande, la cerise, les choux 

ou les cucurbitacées (Blackman and Eastop, 2000 ; Louis & Shah, 2013).  

 L’interaction compatible entre l’espèce modèle Arabidopsis thaliana et le 

puceron vert du pécher est utilisée ici pour caractériser la réponse des plantes contre 

un ravageur se nourrissant des solutés présents dans le phloème (Louis et al 2012). 

Ce pathosystème est également très utilisé pour étudier la variation génétique 

naturelle entre les différentes accessions d’Arabidopsis thaliana (Carbera y poch et 

al., 1998). Le  cycle de reproduction de Myzus persicae est relativement court (6-10 

jours environ) et sa synchronisation en laboratoire est relativement bien contrôlée, ce 

qui en fait un modèle idéal à notre étude exploratoire de l’influence des teneurs en 

NAD sur les interactions plantes-ravageurs. 

 

 

Figure 76 : Photographie d’un puceron Myzus persicae au stade adulte. Source : 

www.theaphidroom.wordpress.com 
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II- Les niveaux de NAD influent sur la prolifération des pucerons 

	 	

Afin de tester la résistance des différentes lignées d’Arabidopsis thaliana  au puceron 

Myzus persicae, nous avons effectué des tests de prolifération des pucerons sur les 

plantes. Les résultats montrent que les plantes aux teneurs altérées en NAD ont 

moins de pucerons par rapport au Ctrl 10 jours après dépôt des pucerons (environ 

20% de pucerons de moins pour l’ensemble des lignées par rapport au Ctrl) (Figure 

77a). 

 Afin de savoir si la taille des plantes exerce une influence sur le 

développement des pucerons, puisque les lignées étudiées ont une croissance 

différente,  le diamètre des rosettes a été mesuré sur l’ensemble des plantes en 

début et fin d’expérience, et des tests d’analyses de variance à deux facteurs (taille 

de rosette vs nombre de pucerons, pour chaque génotype) ont été réalisés (données 

non montrées). Les résultats montrent que la croissance de la rosette n’influe pas sur 

la prolifération des pucerons, puisque toutes les lignées transgéniques montrent une 

résistance accrue aux pucerons, quelque soit la taille de la rosette et sa croissance 

(Figure 77b). Pour autant, lorsqu’on utilise des plantes témoins présentant 

également un retard de croissance similaire aux mutants mAO, comme les mutants 

tdr et cle41 (TDR pour TDIF Receptor, Hirakawa et al., 2008 ; CLE41 pour 

CLV3/ESR1-LIKE 41, Ito et al., 2006), on observe aussi une moindre prolifération 

des pucerons (Figure 77a). Il n’en demeure pas moins que ces mutants 

développementaux, cordialement fournis par Yves Deveaux au laboratoire, sont 

peut-être affectés dans le développement des tissus vasculaires à partir desquels se 

nourrissent les pucerons. 
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Figure 77 : Tests de prolifération des pucerons Myzus persicae sur les lignées d’Arabidopsis 

thaliana des lignées Ctrl, mAO, 35S::AO, tdr et cle41. (tdr, pour TDIF Receptor et CLE41 pour 

CLV3/ESR1-LIKE 41). a) nombre de pucerons par plante 10 jours après dépôt et b) évolution de la 

taille des rosettes au cours du stress. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en 

condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Le 

dépôt des pucerons est réalisé au bout de 6 semaines. Les résultats représentent les moyennes de 

deux expériences indépendantes sur 10 plantes par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) 

indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 

pour le test t de Student. 

 

III- La présence de pucerons sur les plantes  s’accompagne d’une 

modification des pools de NAD et de glutathion  

 Deux jours après dépôt de 15 pucerons par plante, les niveaux de NAD ont 

été mesurés. La multiplication des pucerons sur les plantes induit une augmentation 

des teneurs en NAD(H) et NADP(H) dans l’ensemble des lignées (Figure 78a et b). 

On observe aussi une tendance à l’oxydation des pools de glutathion chez les 

plantes Ctrl (Figure 79). Chez les plantes Ctrl, qui sont celles où les pucerons 

prolifèrent le plus, on observe, outre une légère oxydation du pool de glutathion, une 

augmentation des teneurs en NAD+ et NADPH, suggérant une altération de l’état 

rédox (en lien avec une suraccumulation de ROS ?) de ces plantes en réponse aux 

pucerons (Figure 78a). Une augmentation des teneurs en GSH et GSSG est 

observée chez les lignées aux teneurs en NAD modifiées, mais sans que leur état 

rédox ne soit altéré.  
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Figure 78 : Mesure des pools libres intracellulaires de nucléotides à pyridine sur les lignées 

d’Arabidopsis thaliana Ctrl, mAO et 35S::AO, en condition témoin et 2 jours après colonisation 

par des pucerons. a) Pool de NAD+ et de NADH ; b) NADP+ et NADPH. Les plantes ont été cultivées 

sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse 

de 100 µmoles photons m².s-1. Le dépôt des pucerons sur les plantes est réalisé 6 semaines après 

semis. Les valeurs représentent les moyennes de trois échantillons indépendants par génotype ± 

l’erreur standard.  

 

 

 

Figure 79 : Mesure des pools libres intracellulaires de glutathion  sur les lignées d’Arabidopsis 

thaliana Ctrl, mAO et 35S::AO, en condition témoin et 2 jours après colonisation par des 

pucerons. Les plantes ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts 

(photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Le dépôt des pucerons 

sur les plantes est réalisé 6 semaines après semis. Les valeurs représentent les moyennes de trois 

échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard.  
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IV- Le profil des indoles glucosinolates est altéré chez les mutants mAO 

pauvres en NAD 

 Les glucosinolates sont des métabolites secondaires soufrés et azotés 

présents chez Arabidopsis thaliana et l’ensemble des Brassicales. Les glucosinolates 

et leurs produits de dégradation serviraient de stimulant alimentaires et de ponte  

pour les insectes spécialistes des plantes contenant les glucosinolates, mais ils 

agissent surtout comme toxines ou répulsifs contre les autres insectes herbivores 

(Raybould and Moyes, 2001; Kliebenstein et al., 2005). Il a été depuis peu découvert 

que les glucosinolates jouent un rôle important dans la résistance des plantes contre 

les ravageurs non adaptés (Bednarek et al., 2009; Clay et al., 2009). Dans ce 

contexte, les indoles glucosinolates modifiés dérivés du tryptophane jouent un rôle 

central, notamment dans la réponse à la colonisation par des pucerons (Kim & 

Jander, 2007 ; Kim et al., 2008). 

 Les niveaux des glucosinolates produits par nos lignées d’Arabidopsis thaliana 

ont été mesurés par HPLC. Cinq glucosinolates dérivés de la méthionine 

(glucosinolates aliphatiques) et 4 dérivés du tryptophane (glucosinolates indoliques) 

ont ainsi été identifiés. De manière générale, on observe que les plantes 

surexprimant  l’AO et les plantes Ctrl ont des profils chromatographiques très 

similaires. Le mAO présente un profil de glucosinolates très différent. En effet, une 

augmentation des glucosinolates aliphatiques de 50 à 100% est observée chez les 

lignées mutantes mAO, et en ce qui concerne les indoles-glucosinolates, une 

augmentation de 50 – 100% de 4OH-I3M et I3M est observée (Figure 80). De plus, 

le 1MO-I3M a un niveau très élevé chez mAO (supérieur de 300%) par rapport au 

Ctrl et le 4MO-I3M a un niveau diminué de 25% chez le mAO par rapport au Ctrl. Les 

niveaux très élevés de 1MO-I3M traduiraient un shift dans la voie des indol-

glucosinolates au détriment du 4MO-I3M (Figure 80). 
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Figure 80 : Niveaux d’induction (en %) de la voie de modification des glucosinolates indoliques 

chez le mutant mAO par rapport au Ctrl mesurés par HPLC. Les plantes ont été cultivées sur 

terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une intensité lumineuse de 

100 µmoles photons m².s-1. Les valeurs représentent les moyennes de deux répétitions sur cinq 

échantillons indépendants par génotype ± l’erreur standard. 

 Chez les mutants mAO, la diminution des teneurs en NAD augmente la teneur 

en glucosinolates aliphatiques et indoliques et déséquilibre la voie de modification 

des glucosinolates indoliques impliqués dans la résistance à la colonisation par les 

pucerons. Les données issues de l’hormonome décrites dans le chapitre précédent 

indiquant une très forte production d’auxine dans les lignées mAO, il semble que la 

diminution des teneurs en NAD stimule la voie métabolique centrale des 

glucosinolates à laquelle sont associées l’IAA et la camalexine, ces trois molécules 

(glucosinolates indoliques, IAA et camalexine) étant dérivées de l’I3M (Figure 80). A 

l’appui de cette interprétation, les niveaux de tryptophanes (précurseur de l’I3M) sont 

abaissés, suggérant leur utilisation par les voies du métabolisme secondaire de ces 

plantes. Ces modifications pourraient expliquer la faible multiplication des pucerons 

sur les mutants mAO. A l’inverse, chez les plantes riches en NAD, les profils en 

glucosinolates indoliques étant similaires à ceux des plantes Ctrl, le profil de 

glucosinolates ne permet pas d’expliquer la plus grande résistance des plantes à la 

colonisation par les pucerons. 
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V- Les transcrits PR1 sont fortement accumulés chez les plantes plus 

sensibles aux pucerons et sont constitutivement exprimés dans les 

plantes riches en NAD 

 L’expression de PR-1 (pour « Pathogenesis Related Protein1 »), gène 

marqueur des réactions de défense, a été quantifiée dans l’ensemble des lignées, 

afin d’évaluer l’implication d’une signalisation de défense dépendante de l’acide 

salicylique (SA) chez nos lignées (Vlot et al., 2009). Le niveau d’expression de ce 

gène est très fortement induit dans les plantes Ctrl en réponse à l’infestation par les 

pucerons, et moins dans les autres lignées. Les lignées 35S::AO accumulent de 

façon constitutive les transcrits PR-1, indépendamment de la présence ou non de 

pucerons sur les plantes (Figure 81). Ces résultats semblent suggérer une plus forte 

accumulation de SA chez les plantes Ctrl en réponse aux pucerons, mais une 

accumulation constitutive de SA avant inoculation des pucerons.  

 

Figure 81. Analyse des niveaux de transcrits PR1 des plantes d’Arabidopsis thaliana des 

lignées Ctrl, mAO1 et 35S::AO1 et 2. Expression relative par rapport à l’actine 2. En conditions non 

infestées (histogrammes colorés) et deux jours après infestation (histogrammes violets), Les plantes 

ont été cultivées sur terreau pendant 6 semaines en condition jours courts (photopériode 8h) à une 

intensité lumineuse de 100 µmoles photons m².s-1. Le dépôt des pucerons sur les plantes est réalisé 6 

semaines après semis. Les valeurs représentent les moyennes de quatre échantillons indépendants 

par génotype ± l’erreur standard. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement 

significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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VI-  Discussion 

  

Le travail engagé dans cette étude est un travail exploratoire permettant d’évaluer 

l’implication des teneurs en NAD dans la résistance des plantes aux ravageurs. 

Comme nous l’avons vu en introduction, le NAD est impliqué dans les réponses aux 

stress environnementaux. Au laboratoire, nous avons mis en évidence le rôle d’une 

accumulation du NAD dans la résistances des plantes d’Arabidopsis thaliana à la 

bactérie phytopathogène Pst par induction de la voie de l’acide salicylique (Pétriacq 

et al., 2012 ; ce travail, chapitre VII). Cependant, très peu de données sont 

disponibles quant à l’implication des niveaux de NAD dans la résistance aux 

ravageurs de type insectes. Nous avons donc cherché à savoir si des modifications 

des niveaux de NAD pouvaient entraîner un ralentissement de la colonisation de 

pucerons chez les Brassicacées, en l’occurrence chez Arabidopsis thaliana, et si 

cette résistance serait liée à une signalisation dépendante de l’acide salicylique. 

Dans le cas d’Arabidopsis thaliana, la résistance aux pucerons est aussi liée à la 

production de glucosinolates par les plantes. Or il n’existe aucune donnée reliant les 

niveaux de NAD et la biosynthèse des glucosinolates. 

 Les Brassicales disposent d’un arsenal de défense spécifique pour faire face 

aux ravageurs, les glucosinolates. En effet, les données de la littérature montrent 

que lorsqu’une plante accumule des glucosinolates indoliques, celle-ci est moins 

colonisée par les pucerons (Kim et al., 2008). Nous pensions que les mutants mAO, 

produisant moins de NAD, seraient plus facilement colonisés par les pucerons. Or, il 

n’en est rien. La meilleure résistance de ces lignées aux pucerons  peut s’expliquer 

par une plus forte stimulation de la voie centrale des glucosinolates indoliques qui 

conduit à une accumulation de certains glucosinolates, mais aussi de l’IAA. Cette 

résistance peut aussi s’expliquer par un déséquilibre des voies de synthèse des 

composés indoliques, conduisant à des modifications des niveaux d’I3M et de 

4MOI3M. A l’appui de cette hypothèse, les données de la littérature suggèrent que 

les produits de dégradation de l’I3M, lequel s’accumule dans les plantes mutantes 

mAO, ont des propriétés répulsives (Kim et al., 2008). 
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On pourrait encore imaginer que l’altération des niveaux de NAD ou de 

précurseurs d’acides aminés dans les plantes transgéniques peut également avoir 

des répercussions sur l’apport nutritionnel aux pucerons, ralentissant ou accélérant 

leur multiplication. Par exemple, le symbiote du puceron, Buchnera aphidicola, utilise 

la glutamine et des précurseurs d’acides aminés issus du phloème, pour synthétiser 

des acides aminés tels que la leucine et la méthionine que les pucerons ne peuvent 

synthétiser eux-même (Ramsey et al., 2010 ; Macdonald et al., 2012 ; Sandstrom & 

Moran, 1999).  

 

 Nous nous attendions à ce que la multiplication des pucerons sur des plantes 

riches en NAD soit ralentie, puisque des niveaux élevés de NAD sont habituellement 

associés à une meilleure résistance aux stress biotiques. Nos résultats ont confirmé 

notre postulat sans nous avoir donné une explication complète, puisque les niveaux 

en glucosinolates sont comparables aux plantes Ctrl. Cependant, l’induction 

constitutive de l’expression du gène PR1 laisse penser que les défenses sont 

exacerbées dans les lignées 35S::AO, riches en NAD, ce qui signerait une 

stimulation des défenses dépendantes notamment de l’acide salicylique. Si 

l’implication de la voie de l’acide salicylique dans la résistance des plantes de blé à la 

colonisation par les pucerons n’est pas exclue (Mohase & Westhuizen 2002), il 

semblerait que, chez que Arabidopsis thaliana, les teneurs en SA ne soient pas 

corrélées à la résistance des plantes aux pucerons. Cette résistance serait 

probablement dépendante d’une combinaison de signaux, notamment l’acide 

jasmonique et les ROS qui joueraient un rôle prépondérant dans la résistance aux 

pucerons (De Vos & Jander, 2009 ; Lei et al., 2014). Il est possible que les fortes 

teneurs en NAD maintiennent une production de ROS basale n’affectant pas l’état 

rédox global de la plante, mais qui serait suffisante pour conditionner des défenses 

basales s’opposant à la multiplication des pucerons. A l’appui de cette hypothèse, 

des variétés de blé et de riz résistantes ont des activités NADPH-oxydases plus 

fortes que celles de variétés sensibles en réponse à la présence de pucerons et aux 

cécidomyies  (Moloi & Westhuizen 2006 ; Rawat et al., 2012).  
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Dans la nature, la croissance et le développement des plantes sont influencés 

par de nombreux facteurs de stress abiotiques ou biotiques. Les stress biotiques 

résultent de l’action préjudiciable d’organismes, tels que les bactéries, champignons 

ou insectes. En effet, les plantes vivent au contact d’organismes et microorganismes 

variés pouvant être potentiellement parasitaires et pathogènes. Cependant, l’issue 

de ce type d’interaction est rarement la maladie car, dans la plupart des cas, ces 

organismes sont incapables de se développer sur les plantes, soit parce qu’ils n’ont 

pas les ‘armes’ adaptées pour les attaquer, soit parce que les plantes ont mis en 

place des moyens de défense adaptés et efficaces contre ces organismes (Holub et 

al., 2001). L’issue de l’interaction est alors conditionnée par le pouvoir pathogène de 

l’agresseur et la capacité de la plante à résister. 

 

I- Rôle de l’aspartate oxydase dans la résistance d’Arabidopsis 

thaliana à des microorganismes pathogènes 

A- Présentation des principaux concepts et termes employés dans cette 

étude  

Il existe chez les plantes deux grandes lignes de défense contre les 

microorganismes pathogènes : des défenses passives et constitutives, et des 

défenses actives et induites. Pour infecter une plante, l’agent pathogène doit tout 

d’abord se confronter à des barrières physiques (cuticule, paroi) et chimiques (ex : 

des métabolites secondaires antimicrobiens). Cette première ligne de défense 

constitue les défenses passives et préformées, car pré-existantes dans la plante 

avant toute attaque. L’entrée des agents pathogènes, comme par exemple des 

bactéries Pst, se fait donc généralement au niveau des orifices naturels (ex : 

stomates) ou des blessures de la plante. Ces barrières préformées ne suffisent pas 

toujours à empêcher la pénétration et le développement des agents pathogènes. 

C’est pourquoi les plantes ont mis en place au cours de leur évolution des systèmes 

de défense actifs, induits par la perception de ces microorganismes et déclenchant 

Chapitre VII 

Rôle de l’aspartate oxydase dans la résistance 

d’Arabidopsis thaliana à des microorganismes pathogènes 
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des événements en cascades conduisant à la mise en place de défenses plus 

efficaces.  

 

Lorsque l’ensemble des variétés (ou cultivars ou écotypes) d’une espèce 

végétale est résistant à n’importe quel isolat d’un microorganisme, on dit que ce 

végétal présente une résistance de type non-hôte à ce microorganisme. Si au 

contraire certains isolats d’un agent pathogène sont capables d’infecter certaines 

variétés d’une espèce végétale, on parlera de résistance hôte. Dans le cas où l’agent 

pathogène arrive à se développer dans la plante et entraîne la maladie, l’interaction 

est qualifiée de compatible : le microorganisme pathogène est dit virulent et la plante, 

sensible. Au contraire, lorsqu’il y a reconnaissance de l’agent pathogène et que ce 

dernier ne parvient pas à se développer dans les tissus de la plante, il est dit 

avirulent et la plante, résistante (Jones & Dangl, 2006).  

 

La perception des microorganismes par les plantes peut se produire à deux 

niveaux et induire deux types d’immunité. Dans un premier temps, des éléments 

structuraux communs à de nombreuses espèces de microorganismes et appelés 

MAMPs ou PAMPs (Microbe/Pathogen-Associated Molecular Patterns) peuvent être 

reconnus au niveau de récepteurs, les PRR (Plant pattern Recognition Receptor), 

généralement présents au niveau de la membrane plasmique des cellules végétales 

(Monaghan & Zipfel, 2012). Cette reconnaissance, peu spécifique, conduit à la mise 

en place d’une résistance nommée PTI (PAMP-Triggered Immunity), intervenant 

dans les phénomènes de résistance basale. La résistance basale a été définie par 

Jones et Dangl (2006) comme une résistance de nature quantitative, polygénique, 

qui permet à la plante de limiter l’étendue de la maladie, mais qui est insuffisamment 

efficace pour arrêter le développement et la propagation de l’agent pathogène. La 

littérature plus récente a tendance à restreindre la résistance basale à la PTI. Dans 

un second temps, certains agents pathogènes ont évolué pour contourner cette 

résistance basale, grâce à l’acquisition de nouveaux gènes codant pour des 

protéines effectrices de virulence (ou effecteurs), qui sont délivrées dans les cellules 

hôtes, conduisant à une sensibilité accrue de la plante et à la mise en place de la 

maladie (Jones & Dangl, 2006). Au cours de leur évolution, certaines plantes ont 

développé des mécanismes de reconnaissance spécifique de ces effecteurs par des 

récepteurs, généralement intracellulaires, et appelées protéines de résistance (ou 
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protéines R, codées par les gènes R). Les bases de cette interaction moléculaire 

reposent sur le concept que les produits de gènes de résistance (R) de la plante 

reconnaissent, de façon très spécifique, les effecteurs, dans ce cas appelés produits 

de gènes d’avirulence (Avr) de l’agent pathogène (Hammond-Kosack & Parker, 

2003). L’interaction directe R-Avr a été démontrée dans quelques cas. Dans d’autres 

cas, cette reconnaissance est indirecte et répond au modèle de garde (Dangl & 

Jones, 2001). D’après ce modèle, dans els cellules hôtes les protéines R gardent au 

sens de surveiller, l’intégrité de cibles visées par les protéines Avr des agents 

pathogènes. La détection d’une interaction d’un facteur d’avirulence avec la cible 

provoquerait l’activation de la protéine R et la résistance. Cette reconnaissance 

conduit à la mise en place rapide d’une résistance appelée ETI (Effector-Triggered 

Immunity), correspondant au déclenchement de cascades de signalisation 

conduisant à la mise en place d’une réaction d’hypersensibilité (HR), souvent 

associée à la mort programmée des cellules végétales attaquées, et à la restriction 

des agents pathogènes au site d’attaque (Mur et al., 2008). Cette résistance de type 

ETI est particulièrement efficace contre les agents pathogènes biotrophes et 

hémibiotrophes (termes définis dans le paragraphe A.2) (Glazebrook, 2005). La PTI 

et l’ETI partagent des événements communs de signalisation comme la production 

de formes activées de l’oxygène, des flux ioniques, la synthèse accrue de 

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

l’accumulation de protéines antimicrobiennes (les protéines PR ou Pathogenesis-

Related Proteins) ou de métabolites secondaires antimicrobiens (les phytoalexines) 

(Schwessinger & Zipfel, 2008). Il est considéré que l’ETI serait une variante plus forte 

de la PTI, avec des défenses d’intensité plus forte, qui se mettent en place plus 

rapidement et perdurent plus longtemps dans la plante, au site d’attaque mais 

également à distance dans la plante (Thomma et al., 2011).  

B- Eléments préliminaires quant à un rôle pour l’AO dans la résistance 

d’Arabidopsis aux agents pathogènes et objectifs de ce travail 

 
Un des objectifs du travail de thèse était de comprendre les conséquences 

d’une modulation des niveaux de NAD sur la physiologie des plantes en conditions 

de stress biotique. Une analyse des banques de données de transcriptomiques 

disponibles pour Arabidopsis thaliana nous a permis de mettre en évidence une forte 
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régulation de l’expression du gène AO en réponse à des stress biotiques (Figure 

82). L’expression de l’AO est fortement induite en réponse à différents types de 

microorganismes pathogènes, comme des bactéries (Xanthomonas campestris pv. 

campestris, Pseudomonas syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum), des 

champignons (Sclerotinia sclerotorium, Golovinomyces orontii, Golovinomyces 

cichoracearum, Blumeria graminis, Alternaria brassicicola) ou un oomycète 

(Hyaloperonospora arabidopsidis). Ces microorganismes présentent différentes 

stratégies de parasitisme (biotrophie, nécrotrophie, hémibiotrophie), ce qui pourrait 

suggérer un rôle général de l’AO dans les mécanismes de défenses vis-à-vis des 

pathogènes. L’expression de l’AO est par exemple fortement induite en réponse au 

champignon nécrotrophe S. sclerotorium (parasite dont l’installation sur son hôte 

nécessite la mort précoce des cellules attaquées ; les tissus nécrosés servant de 

source nutritive au champignon) ou au champignon biotrophe G. orontii (parasite qui 

s’installe sur son hôte vivant, se développe à ses dépens, sans entraîner sa mort à 

court terme) ou à la bactérie hémibiotrophe P. syringae (parasite alternant une phase 

biotrophe et une phase nécrotrophe au cours de son cycle parasitaire). Il faut 

souligner que l’AO est fortement régulé par ces stress biotiques, plus que tout autre 

gène de la voie de biosynthèse de novo ou de recyclage du NAD, ou de gènes 

impliqués dans l’utilisation du NAD (Figure 82). Cette observation renforce l’idée 

d’un rôle central de l’AO comme point de régulation transcriptionnelle pour 

l’accumulation du NAD, notamment en réponse aux agents pathogènes.   

 

Des données récentes de la littérature ont mis en évidence un rôle pour l’AO 

et le NAD dans la résistance d’Arabidopsis thaliana à différentes souches de la 

bactérie gram-négative Pseudomonas syringae (Zhang & Mou, 2009; Macho et al., 

2012; Pétriacq et al., 2012; Zhang & Mou, 2012). Afin de compléter ces travaux, nous 

avons entrepris l’étude des deux lignées indépendantes d’insertion ADN-T dans l’AO 

mAO1 et mAO2 et de deux lignées indépendantes surexprimant l’AO 35S::AO1 et 

35S::AO2 chez Arabidopsis thaliana, dans un contexte d’interactions avec la bactérie 

modèle Pseudomonas syringae pv. tomato, souche DC3000, abrégée Pst dans la 

suite du texte. Chez l’écotype Col-0 d’Arabidopsis thaliana, l’expression de l’AO est 

fortement induite dans les feuilles après inoculation de la bactérie Pst virulente et de 

la bactérie avirulente Pst-AvrRpm1 (Figure 82 et Pétriacq et al., 2012). La bactérie 

Pst-AvrRpm1 correspond à la bactérie Pst exprimant le gène d’avirulence AvrRpm1, 



Résultats	
 

193 
 

dont le produit est reconnu par la protéine de résistance RPM1 et qui déclenche une 

ETI chez l’écotype Col-0 d’Arabidopsis thaliana (Glazebrook & Ausubel, 1994). Ces 

deux souches étant disponibles au laboratoire, nous avons choisi d’étudier leurs 

interactions avec les lignées d’Arabidopsis thaliana. Elles seront nommées 

respectivement Pst (bactérie virulente) et Pst-AvrRpm1 (bactérie avirulente) dans la 

suite de ce travail. Afin de tester un rôle plus large de l’AO et du NAD dans les 

défenses à différents types d’agents pathogènes, la résistance de ces lignées a 

également été testée vis-à-vis d’un champignon nécrotrophe, Botrytis cinerea, 

disponible au laboratoire.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 82 : Résumé des données d’expression de différents gènes du métabolisme du NAD, 

obtenues à l’aide de l’interface Genevestigator (www.genevestigator.com/gv/). Les données 

sélectionnées correspondent à des traitements biotiques (set ‘biotic’) appliqués sur des écotypes 

sauvages d’Arabidopsis. Seules les données avec un facteur d’induction/répression supérieur à I1,5I 

(et p-value inférieure à 0,05) ont été conservées.  

A gauche : liste des agents pathogènes appliqués (Xanthomonas campestris pv. campestris, 

Sclerotinia sclerotorium, Pseudomonas syringae pv. tomato, Golovinomyces orontii, Ralstonia 

solanacearum, Blumeria graminis, Alternaria brassicicola, Plectosphaerella cucumerina, 

Golovinomyces cichoracearum, Hyaloperonospora arabidopsidis, Liriomyza huidobrensis). 

En haut au centre : liste des gènes analysés. De gauche à droite : aspartate oxydase, quinolinate 

phosphoribosyltransferase, quinolinate synthase, acide nicotinique mononucléotide adényltransférase, 

quinolinate synthase, nicotinamiase 1, 2 et 3, nicotinate phosphoribosyltranférase 1 et 2, PAR 

polymérase 1 et 2, Sirtuine 1 et 2).  
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C- L’AO est impliquée dans la résistance à Pst mais pas à Pst-AvrRpm1  

 

Le niveau de résistance des lignées mAO1, mAO2, 35S::AO1, 35S::AO2 et 

contrôle (Ctrl) vis-à-vis de Pst et Pst-AvrRpm1 a été estimé par dénombrement de la 

population bactérienne à différents temps après infiltration des bactéries dans le 

mésophylle foliaire de plantes au stade rosette (âgées de 6 semaines). La population 

bactérienne a été exprimée en log10 cfu par cm2 de feuille (Figure 83).  

 

 

Figure 83 : Tests de résistance aux bactéries Pst-AvrRpm1 (a) et Pst (b) après infiltration dans 

les feuilles des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO. La croissance bactérienne a été quantifiée à 0, 24, 

48 et 72 h post-infiltration (hpi) de 105 cfu/mL dans les tissus foliaires d’Arabidopsis thaliana. a) les 

résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes et cinq échantillons biologiques et 

six réplicatas techniques analysés par génotype et temps ± l’écart type. b) les résultats représentent la 

moyenne des deux expériences indépendantes et cinq échantillons et six réplicatas techniques (pour 

chaque expérience), par génotype et par temps ± l’écart type. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. 

. 

Une faible croissance de la population de bactéries avirulentes Pst-AvrRpm1 (un 

log10) a été observée entre 0 et 48 h post-inoculation (hpi) dans les lignées Ctrl 

(Figure 83a). La population se stabilise ensuite jusqu’à 72 h, signe que la plante 

contrôle le développement bactérien. A contrario, lorsque la bactérie virulente Pst est 

infiltrée, une augmentation constante du nombre de bactéries a été observée, avec 

une population passant de 3,5 log10 à 7,7 log10 en 72 h (Figure 83b). La croissance 

des bactéries Pst-AvrRpm1 dans les feuilles des lignées mAO et 35S::AO a été 
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identique à celle des plantes Ctrl, indiquant que ces lignées ne sont pas affectées 

dans leur résistance à cette bactérie (Figure 83a). Les mutants mAO1 se sont 

révélés plus sensibles à la bactérie Pst, car dès 24 hpi il y avait environ 10 fois plus 

de bactéries dans leurs feuilles par rapport aux feuilles des plantes Ctrl. Les 

surexpresseurs présentaient une sensibilité plus faible par rapport aux Ctrl, avec une 

diminution de 3 à 5 fois de la population bactérienne aux temps 48 et 72 hpi (Figure 

83b). Ces résultats indiquent donc que l’AO et le NAD ne sont pas impliqués dans la 

résistance spécifique (ETI) à Pst-AvrRpm1, mais participent à la résistance basale 

observée lorsqu’on inocule Pst.  

D- Rôle de l’AO dans la résistance à Pst au niveau de la barrière 

épidermique 

En conditions naturelles, Pst peut croître à la surface des feuilles de son hôte, 

avant de pénétrer par les orifices naturels, comme les stomates, ou par les 

blessures, et se multiplier dans l’apoplaste (Katagiri et al., 2002). Les plantes 

peuvent tenter de résister à cette invasion en fermant leurs stomates. Les cellules de 

garde des stomates sont en effet capables de percevoir les bactéries à la surface 

des feuilles (via leurs MAMPs, tels que la flagelline), ce qui déclenche des cascades 

de signalisation conduisant à une réponse de type PTI et à la fermeture des 

stomates (Zeng et al., 2010). Pour contrecarrer cette fermeture, Pst sécrète des 

facteurs de virulence et des toxines (comme la coronatine) dans les cellules de garde 

pour induire la réouverture des stomates. En 2012, Macho et al. ont montré que deux 

lignées indépendantes d’Arabidopsis, appelées fin4-1 et fin4-3, mutées par insertion 

ADN-T dans le gène AO, sont affectées dans leur capacité à fermer leurs stomates 

en réponse à Pst. Il faut signaler que la lignée fin4-3 correspond à notre lignée 

mAO1 et que notre lignée mAO2 (appelée fin4-2 par les auteurs) n’a pas été 

analysée dans leur étude. Fin4-1 correspond à une lignée dans laquelle l’ADN-T est 

inséré dans la région promotrice du gène AO (lignée non étudiée dans mon travail). 

Plus particulièrement, les auteurs ont montré que les lignées fin4-1 et fin4-3 ne sont 

plus capables de fermer leurs stomates en réponse à l’application exogène de 

MAMPs bactériens tels que la flagelline (Flg22) ou le facteur d’élongation elf18, ou 

en réponse à l’application exogène (par pulvérisation de la surface foliaire) de 

bactéries Pst COR- (bactéries ne produisant plus de coronatine). Les bactéries Pst 

COR- ne sont alors plus capables de pénétrer dans le mésophylle via les stomates et 



Résultats	
 

196 
 

les plantes présentent donc une résistance accrue à ces bactéries. Les lignées fin se 

sont cependant montrées plus sensibles à l’application par pulvérisation à la surface 

foliaire des bactéries Pst COR-. Ces résultats suggèrent un rôle pour l’AO dans la 

réponse de type PTI et la fermeture initiale des stomates suite à la perception des 

MAMPS. Une moindre teneur en NAD affaiblirait la capacité de la plante à fermer ses 

stomates en réponse à Pst, ce qui pourrait rendre la plante plus sensible à l’invasion 

bactérienne. Nous avons voulu tester le niveau de résistance des mutants mAO et 

des surexpresseurs après pulvérisation de Pst (à 108 cfu/mL) à la surface des feuilles 

et analyser également la réponse des stomates après ce traitement. Les bactéries 

ont été pulvérisées à la surface des feuilles puis leur multiplication quantifiée dans 

les tissus après 48, 72 et 96 h (Figure 84a). Le choix des temps s’est basé sur les 

données de la littérature, qui montrent qu’il faut un certain laps de temps pour que 

les bactéries pénètrent et se multiplient dans les feuilles (Katagiri et al., 2002 ; 

Melotto et al., 2006). Le but étant de quantifier le nombre de bactéries ayant été 

capables de pénétrer et se multiplier dans le mésophylle, nous avons pris soin de 

laver les disques foliaires avant de les broyer, afin d’éliminer les bactéries qui 

auraient pu survivre et se multiplier à la surface des feuilles.  

 
Figure 84 : Tests de résistance à Pst après pulvérisation sur les rosettes des lignées Ctrl, 

mAO1 et 35S::AO1 et 2. a) La croissance bactérienne dans les tissus foliaires a été quantifiée à 48, 

72 et 96 h après pulvérisation d’une suspension bactérienne à 108 cfu/mL à la surface des tissus 

foliaires d’Arabidopsis thaliana. Les résultats représentent la moyenne de cinq échantillons et six 

réplicatas techniques, par génotype et par temps ± l’écart type. Les astérisques (*) indiquent des 

différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de 

Student. Ce résultat est représentatif de 2 expériences indépendantes. b) Mesure de l’aire moyenne 

d’un ostiole de l’épiderme foliaire supérieur. Les stomates de la face supérieure des feuilles ont été 

observés en microscopie optique 2h après pulvérisation de MgCl2 10mM (traitement témoin) ou de Pst 

à 108 cfu/mL puis l’aire des ostioles a été calculée. Les résultats représentent la moyenne des 
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mesures faites sur cent stomates (de 3 feuilles de 3 plantes différentes) par lignée par condition. Les 

astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre chaque lignée comparée 

au Ctrl et à la condition MgCl2 à P < 0,05 pour le test t de Student.  

Chez les plantes Ctrl, la population bactérienne a été multipliée par 10 entre 48 et 

96 hpi. Le mutant mAO1 présente une croissance bactérienne plus importante que le 

Ctrl d’environ 5 à 10 fois dès 48 h et jusqu’à 96 hpi. Les lignées surexpresseurs 

présentent une charge bactérienne moins élevée que chez le Ctrl (d’environ 10 fois) 

mais uniquement au temps tardif de 96 h.   

 

Nous avons ensuite voulu vérifier si la sensibilité accrue du mutant mAO1 et la 

résistance plus importante des surexpresseurs à Pst pouvaient être liées à une 

modification du degré d’ouverture des stomates. Pour cela, les feuilles ont été 

pulvérisées comme précédemment puis leur surface observée à un temps très 

précoce (2 hpi). En effet, Melotto et al. (2006) ont mis en évidence une fermeture des 

stomates dès 1h après pulvérisation de Pst sur des feuilles d’Arabidopsis thaliana 

(dans des conditions similaires aux nôtres) puis une réouverture à partir de 3 hpi. 

Pour cette expérience préliminaire, nous avons choisi de nous placer au temps 2 h. 

Les feuilles ont été prélevées et leur face supérieure collée contre du ruban adhésif 

transparent. Le montage a ensuite été placé dans du tampon MES et les différentes 

épaisseurs de la feuille (épiderme inférieur, mésophylle) éliminées par raclage à 

l’aide d’une lame en verre. L’épiderme supérieur restant sur le ruban a ensuite été 

observé au microscope photonique et photographié rapidement. L’aire des ostioles a 

été calculée à partir de la largeur et la longueur des ostioles mesurées sur les 

photographies, à l'aide du logiciel d’analyse d’image ImageJ. Chez les plantes Ctrl, 

les stomates ont tendance à être légèrement plus ouverts en réponse à Pst par 

rapport au traitement témoin MgCl2 (Figure 84b). Cette tendance n’est cependant 

pas statistiquement significative. Le temps d’analyse choisi, 2 h, était peut-être trop 

tardif ou trop précoce pour observer une ouverture/fermeture des stomates. Par 

contre, les stomates du mutant mAO1 sont légèrement mais significativement plus 

ouverts de 7% par rapport au Ctrl et au traitement MgCl2, tandis que ceux des 

lignées surexpresseurs sont plus fermés (de 18%). L’ensemble de ces résultats 

semble indiquer une plus grande sensibilité des mutants mAO1 (pauvres en NAD), et 

une plus grande résistance des lignées surexpresseurs (riches en NAD) à Pst, qui 

pourrait s’expliquer au temps 2 hpi, par une ouverture plus importante des stomates 
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chez les mutants et au contraire une fermeture plus importante chez les 

surexpresseurs. Une modulation de l’ouverture des stomates contrôlée par les 

niveaux d’AO accélèrerait ou au contraire ralentirait ainsi la pénétration et 

multiplication des bactéries dans le mésophylle. Le résultat obtenu chez les 

surexpresseurs doit cependant prendre en compte le fait que la moindre 

multiplication des bactéries dans le mésophylle observée est tardive et pourrait 

s’expliquée par une plus forte résistance au niveau des cellules du mésophylle 

(Figure 83b). Dans ce contexte, il est possible que la fermeture plus importante des 

stomates, observée à 2 h chez les surexpresseurs, n’ait pas significativement limité 

la pénétration des bactéries dans le mésophylle. Chez mAO1, la plus forte sensibilité 

est au contraire observée plus précocement (dès 48 h), ce qui tend à suggérer que la 

moindre fermeture des stomates peut avoir favorisé l’invasion des bactéries.  

 

Dans les expériences suivantes, nous nous sommes placés dans des conditions 

d’inoculation de Pst par infiltration, afin d’analyser les réponses moléculaires et 

métaboliques des différentes lignées à Pst.  

 

E- L’expression de l’AO est induite en réponse à Pst 
 

L’expression de l’AO a été étudiée par RT-qPCR à différents temps après 

inoculation de Pst dans les tissus foliaires des plantes Ctrl et des lignées mAO et 

35S::AO.   

Conformément aux données de transcriptomique présentées précédemment, 

l’inoculation de Pst induit une forte accumulation des transcrits AO dans des plantes 

contrôles (Figure 85). Cette accumulation est observée dès 8h et maximale à 24 hpi, 

avec 50 fois plus de transcrits accumulés par rapport au traitement MgCl2. Chez les 

mutants mAO1 et mAO2, une accumulation plus réduite et retardée des transcrits a 

été observée : les transcrits ne commencent à s’accumuler significativement par 

rapport au MgCl2 qu’à partir de 24 h, et à des niveaux plus faibles par rapport au Ctrl. 

Le contraire est observé chez les lignées surexpresseurs : accumulation précoce et à 

des niveaux beaucoup plus élevés que chez les plantes Ctrl (en moyenne 6 fois plus 

de transcrits à 8 h et 48 h). Ces résultats indiquent donc qu’il y a une régulation 

transcriptionnelle du gène AO muté (chez mAO) ou du gène AO endogène 
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(surexpresseurs) mais que ces lignées sont affectées dans la cinétique et l’amplitude 

d’expression du gène.  

 

 

 

Figure 85 : Analyse par RT-qPCR de l’expression du gène AO après inoculation de Pst sur les 

plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO. Les plantes ont été inoculées 

par infiltration de Pst (107 cfu.mL-1) ou de MgCl2 (10 mM) dans les tissus foliaires des plantes contrôle 

(Ctrl), et des lignées mAO et 35S::AO. Les niveaux de transcrits sont exprimés en expression relative 

par rapport aux niveaux de transcrits du gène de référence ACT2. Les résultats représentent la 

moyenne de trois échantillons biologiques indépendants (et deux réplicatas techniques par 

échantillon) ± l’erreur standard et sont représentatifs de deux expériences indépendantes.  

F- Les niveaux de NAD/P(H) varient en réponse à Pst 

Les niveaux de NAD+, NADH, NADP+, NADPH ont été analysés dans les 

différentes lignées après inoculation de Pst (ou de MgCl2 comme traitement témoin) 

dans les feuilles des différentes lignées. Aux temps 0 (prélèvement le matin, 2h 

après illumination des plantes), les niveaux de NAD+ et NADH sont réduits chez le 

mutant mAO1, mAO2 (mais dans une moindre mesure par rapport à mAO1), et 

augmentés chez les deux surexpresseurs (Figure 86). Après 8h de lumière 

supplémentaire (et de traitement MgCl2), les niveaux sont augmentés dans toutes les 

lignées, sauf les surexpresseurs chez qui un maximum d’accumulation semble être 

atteint dès le matin. Après 24 h de traitement MgCl2, les niveaux sont revenus au 

niveau basal du temps 0. Ces observations sont similaires pour les teneurs en 
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NADP+ et NADPH aux temps 0 h et 8 h. A 24 h, les niveaux en NADP(H) sont 

inférieurs à ceux observés aux temps 0 (Figure 86).  

 

 
Figure 86 : Evolution des teneurs en NAD+, NADH, NADP+, NADPH et des ratios NAD+/NADH, 

NADP+/NADPH après inoculation de Pst sur les plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, 

mAO1 et 35S::AO1 et 2. Les plantes ont été inoculées par infiltration de Pst (107 cfu.mL-1) ou de 

MgCl2 (10 mM) dans les tissus foliaires. Les niveaux de NAD+/NADH, NADP+/NADPH ont été dosés 

par spectrophotométrie aux temps 0 h (correspond à des feuilles infiltrées avec du MgCl2 et 

immédiatement prélevées), 8 et 24 h après inoculation de Pst (indiqués + Pst sur la figure) ou de 

MgCl2 (correspond aux échantillons ctrl, mAO1, mAO2, 35S::AO1, 35S::AO2 sur la figure) et exprimés 

en nmoles par g de matière fraîche. Le ratio NAD+/NADPH et NADP+/NADPH a été calculé pour 

chaque condition. Les résultats représentent la moyenne de trois échantillons biologiques 

indépendants ± l’écart-type. L’expérience a été réalisée une fois, une deuxième expérience est en 

cours d’analyse.  

 

L’inoculation de Pst induit une baisse des niveaux de NAD(H) et NADP(H) à 8 

h et 24 hpi chez les lignées ctrl, mAO1 et mAO2 (Figure 86). Pour les 

surexpresseurs, il est intéressant de noter que les niveaux de NAD(H) et NADPH 

restent élevés à 8 hpi, à des niveaux comparables au Ctrl, puis baissent à 24 h, tout 
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en restant supérieurs au Ctrl. Ces résultats semblent indiquer que l’inoculation de Pst 

induit une baisse de synthèse du NAD/P(H) et/ou une consommation accrue du 

NAD/P(H), visible dès 8 hpi. Nous avons vu précédemment que l’expression du gène 

AO est stimulée par Pst entre 8 et 48 hpi (Figure 85). S’il y a effectivement 

diminution de la biosynthèse du NAD, alors il faut émettre l’hypothèse 

supplémentaire d’une régulation négative post-traductionnelle de l’activité AO ou 

alors une autre étape de régulation, plus en aval dans la voie de biosynthèse du 

NAD. Chez les surexpresseurs, cette baisse est plus tardive et pourrait être en faveur 

d’une consommation accrue du NAD/P(H) chez les plantes, masquée à 8 h du fait de 

la surexpression de l’AO.  

 

Chez les plantes Ctrl, une légère oxydation du NADP est observée à 8h et 24 

hpi (Figure 86). Le pool de NAD semble être au contraire légèrement suréduit au 

même temps. Chez les mutants mAO1, les pools de NAD et NADP semblent être 

oxydés à 8 h, mais seulement de façon transitoire. Dans les deux lignées 

surexpresseurs, une oxydation accrue des pools de NAD et NADP est observée à 8 

et 24 hpi comparé aux plantes Ctrl. L’inoculation de Pst n’induit donc pas de 

changement drastique dans l’état redox des pools de NAD+/NADH, NADP+/NADPH 

chez les plantes Ctrl et mAO, mais semble conduire à une oxydation accrue de ces 

pools chez les surexpresseurs. Afin de vérifier s’il y a en parallèle modification de 

l’homéostasie redox cellulaire en réponse à Pst dans les différentes lignées, deux 

formes du glutathion, le GSH (forme réduite) et le GSSG (forme oxydée) ont été 

dosées et les ratios GSSG/GSH calculés (Figure 87). 

 

Cette expérience, très préliminaire, montre une oxydation accrue du glutathion et 

donc une modification de l’état redox cellulaire chez les Ctrl 8 et 24 h après 

inoculation de Pst. Cette oxydation semble être plus forte chez les mutants mAO1 et 

mAO2, en tout cas au temps 8 hpi, mais semble plutôt être liée à une sensibilité 

accrue au traitement MgCl2, qui pourrait également induire un stress oxydant. Chez 

les surexpresseurs, l’état redox semble être contrôlé à 24 hpi car le pool de 

glutathion oxydé reste à un niveau comparable par rapport au traitement MgCl2 ou au 

temps 0. Il ne semble donc pas y avoir de modification de l’homéostasie redox chez 

les surexpresseurs, tandis qu’une accumulation de NAD/P+ est observée.   
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Figure 87 : Evolution des teneurs en GSSG, GSH et ratios GSSG/GSH après inoculation de Pst 

sur les plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO.  Les plantes ont été 

inoculées par infiltration de Pst (107 cfu.mL-1) ou de MgCl2 (10 mM) dans les tissus foliaires. Les 

niveaux de GSSG (forme oxydée du glutathion), GSH (forme réduite) ont été dosés par 

spectrophotométrie aux temps 0 h (correspond à des feuilles infiltrées avec du MgCl2 et 

immédiatement prélevées), 8 et 24 h après inoculation de Pst (indiqués + Pst sur la figure) ou de 

MgCl2 (correspond aux échantillons ‘ctrl’, ‘mAO1’, ‘mAO2’, ‘35SAO1’, ‘35SAO2’ sur la figure) et 

exprimés en nmoles par g de matière fraîche. Le ratio GSSG/GSH a été calculé pour chaque 

condition. Les résultats représentent la moyenne de trois échantillons biologiques indépendants ± 

l’écart-type. L’expérience a été réalisée une fois, une deuxième expérience est en cours d’analyse.  

 

G- Les défenses basales sont modifiées dans les lignées mAO et 35S::AO 

 

L’expression de gènes marqueurs des défenses d’Arabidopsis thaliana a ensuite 

été analysée dans les différentes lignées, en conditions normales de culture (Figure 

88) et après inoculation de Pst (Figure 89). Les gènes WRKY70, codant pour un 

facteur de transcription, PR-1 et PR-5, codant des protéines antimicrobiennes, ont 

été étudiés. L’expression de ces gènes est induite chez Arabidopsis thaliana en 

réponse à Pst et dépend notamment de la voie de signalisation du SA, qui joue un 

rôle important dans la résistance à Pst (Vlot et al., 2009). L’accumulation de ces 

transcrits est faible en conditions normales de culture (Figure 87). Les lignées mAO1 

et mAO2 accumulent 2 à 7 fois moins de WRKY70, PR-1 et PR-5 en comparaison à 

la plante Ctrl (Figure 88). Les lignées surexpresseurs 35S::AO1 et 35S::AO2 
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accumulent au contraire significativement plus de transcrits que la plante Ctrl. Il est 

intéressant de noter que sur des échantillons similaires, des analyses préliminaires 

en LC-MS ont montré que les niveaux de SA sont constitutivement plus élevés chez 

les surexpresseurs, corrélant ainsi accumulation de la phytohormone et effet 

signalisation sur des défenses SA-dépendantes (données non montrées).   

 

 

 

Figure 88 : Analyse par RT-qPCR de l’expression de gènes marqueurs des défenses WRKY70, 

PR-1 et PR-5 des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO en 

conditions physiologiques de croissance. Des feuilles bien développées de rosettes d’Arabidopsis 

thaliana âgées de 6 semaines ont été prélevées après 2 h d’illumination, en conditions de culture jours 

courts. Les niveaux de transcrits ont été mesurés par RT-qPCR, et exprimés en expression relative 

par rapport aux niveaux de transcrits du gène de référence ACT2. Les résultats représentent la 

moyenne de trois échantillons biologiques indépendants (et deux réplicatas techniques par 

échantillon) ± l’erreur standard et sont représentatifs de deux expériences indépendantes. Les 

astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les Ctrl et les autres 

lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. Pour PR-1, le niveau d’expression relatif chez le ctrl est 

de 1,51E-05 et de 5,22E-06 pour mAO1. 
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L’expression des gènes ICS1 (codant l’ISOCHORISMATE SYNTHASE 1, 

impliquée dans la biosynthèse du SA), PR-1 et PR-5 a ensuite été analysée en 

réponse à Pst (Figure 89). Les transcrits ICS1 s’accumulent à partir de 24 h après 

inoculation de Pst chez les plantes Ctrl, tandis que les transcrits PR-1 et PR-5 

s’accumulent plus tardivement, à 48 hpi. Chez mAO1, les transcrits ICS1 et PR-1 

s’accumulent à un niveau plus faible à 24 hpi par rapport au Ctrl. Les 

surexpressseurs accumulent au contraire des niveaux de transcrits plus forts et de 

façon plus précoce par rapport au Ctrl. Par exemple, les transcrits PR-1 et PR-5 

s’accumulent dès 8 hpi. 

 

Figure 89 : Analyse par RT-qPCR de l’expression des gènes marqueurs des défenses ICS1, PR-

1 et PR-5 après inoculation de Pst  sur des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, 

mAO1 et 35S::AO1 et 2. Les plantes ont été inoculées par infiltration de Pst (107 cfu.mL-1) ou de 

MgCl2 (10 mM) dans les tissus foliaires des plantes contrôle (Ctrl), et des lignées mAO et 35S::AO. 

Les niveaux de transcrits sont exprimés en expression relative par rapport aux niveaux de transcrits 

du gène de référence ACT2. Les résultats représentent la moyenne de trois échantillons biologiques 

indépendants (et deux réplicatas techniques par échantillon) ± l’erreur standard et sont représentatifs 

de deux expériences indépendantes.  
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En parallèle, les quantités d’acide salicylique ont été dosées par HPLC dans 

les tissus des différentes lignées, à 8 et 24 h après inoculation de Pst ou de MgCl2, 

comme traitement témoin. Dans cette expérience préliminaire, la forme libre, 

biologique active du SA a été dosée. Les résultats obtenus semblent indiquer une 

accumulation plus forte de SA dans les tissus des deux lignées qui surexpriment 

l’AO, 24 hpi de Pst (Figure 90). Une moindre accumulation de SA semble être 

détectée chez mAO1 à 24 hpi, bien que ce résultat doive être vérifié.  

 

 

Figure 90 : Dosages par HPLC de l’acide salicylique (forme libre) après inoculation de Pst  sur 

des plantes d’Arabidopsis thaliana des lignées Ctrl, mAO et 35S::AO. Les plantes ont été 

inoculées par infiltration de Pst (107 cfu.mL-1) ou de MgCl2 (10 mM) dans les tissus foliaires des 

plantes contrôle (Ctrl), et des lignées mAO et 35S::AO. Les niveaux de SA sont exprimés en µg de SA 

par g de matière fraîche foliaire. Les résultats représentent la moyenne de cinq échantillons 

biologiques indépendants ± l’erreur standard. Une seule expérience a été réalisée.  

 

Dans leur ensemble, ces résultats indiquent que les lignées qui sous-expriment 

l’AO ont des défenses basales affaiblies, avant l’attaque de Pst, mais également en 

réponse à Pst, tandis que les surexpresseurs de l’AO ont au contraire des défenses 

accrues avant et après le contact avec Pst.   
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H-  L’AO est impliquée dans la résistance à Botrytis cinerea, un 

champignon nécrotrophe 

Un test de résistance des lignées a également été réalisé vis-à-vis d’un 

champignon nécrotrophe, Botrytis cinerea, afin de mettre en évidence un rôle plus 

général de l’AO et du NAD dans les résistances à différents types d’agents 

pathogènes, comme suggéré en Figure 82. Des inoculations de B. cinerea ont été 

réalisées par dépôt de 2 gouttelettes de 5 µL d’une suspension de spores à 5.105 

spores/mL dans du milieu PDB1/2. Chaque gouttelette a été déposée sur la face 

supérieure de feuilles bien développées de plantes âgées de 6 semaines, de part et 

d’autre de la nervure principale. Les premiers symptômes de macération de tissus 

sont visibles dès 24 hpi, sous la forme d’une nécrose circulaire d’aspect humide. Le 

développement de cette lésion, représentative de la propagation du champignon au 

sein des tissus, a été quantifié en mesurant le diamètre de chaque lésion, 96 hpi. Les 

résultats indiquent que le mutant mAO1 est plus sensible à B. cinerea que la plante 

Ctrl, car les lésions développées sont plus larges (Figure 91). Au contraire, les deux 

surexpresseurs sont plus résistants, avec des lésions environ 40% plus petites que 

chez les Ctrl. La modulation des niveaux d’expression de l’AO a donc bien un effet 

sur le niveau de résistance à ce champignon nécrotrophe.  

 

Figure 91 : Test de résistance au 

champignon nécrotrophe Botrytis 

cinerea. Les inoculations de B. cinerea ont 

été réalisées par dépôt de 2 gouttelettes de 

5 µL d’une suspension de spores à 5.105 

spores/mL préparée dans du milieu 

PDB1/2. Chaque gouttelette a été déposée 

sur la face supérieure de feuilles bien 

développées de plantes âgées de 6 

semaines, de part et d’autre de la nervure 

principale. Trois jours après inoculation, un 

diamètre de chaque lésion a été mesuré. 

Les résultats représentent la moyenne de 

quinze lésions analysées sur trois plantes différentes ± l’erreur standard. Ce résultat est représentatif de deux 

expériences indépendantes. Les astérisques (*) indiquent des différences statistiquement significatives entre les 

Ctrl et les autres lignées à P < 0,05 pour le test t de Student. 
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II. Discussion et conclusions 

A- L’homéostasie du NAD/P(H) influence la résistance aux agents 

pathogènes chez Arabidopsis 

En résumé, ce travail montre que les lignées altérées dans l’expression de 

l’AO et l’accumulation de NAD/P(H) présentent une altération de leur résistance à la 

souche virulente de la bactérie hémibiotrophe Pst ainsi qu’à une souche du 

champignon nécrotrophe virulent B. cinerea. Une accumulation réduite de NAD/P(H) 

chez les mutants mAO1 et mAO2 conduit à une sensibilité accrue des plantes à Pst 

et B. cinerea, tandis qu’une accumulation du NAD/P(H) chez les lignées 

surexpresseurs est associée à une meilleure résistance à Pst et B. cinerea. Nos 

résultats montrent également que le niveau de NAD est corrélé au niveau 

d’expression des défenses de la plante. Ainsi, une accumulation accrue, constitutive, 

du NAD chez les surexpresseurs de l’AO confère aux plantes un niveau plus élevé 

d’expression des défenses basales, avant toute attaque d’un agent pathogène 

(augmentation des niveaux de transcrits WRKY70, ICS1, PR-1, PR-5 et des niveaux 

de SA). Les plantes présentent ensuite une induction des défenses plus rapide et 

amplifiée lorsqu’elles sont inoculées avec Pst, ce qui contribue très certainement à 

conférer à la plante un plus haut niveau de résistance à ce pathogène.  

 

Ces observations vont dans le sens des résultats obtenus précédemment au 

laboratoire et par d’autres équipes de recherche quant à un lien entre teneurs en 

NAD/P(H) et immunité des plantes. Au laboratoire, Pétriacq et al. (2012) ont montré 

que les lignées nadC d’Arabidopsis thaliana, surexprimant un homologue bactérien 

de la QPT d’Arabidopsis, présentent une stimulation des réactions de défense et une 

résistance accrue à la bactérie avirulente Pst-AvrRpm1. En présence de quinolinate, 

le substrat de la QPT, une synthèse accrue de NAD(H) et NADP(H) est observée 

dans ces lignées. Une analyse en transcriptomique a mis en évidence que 10 % des 

gènes régulés par l’augmentation des teneurs en NAD/P(H) correspondent à des 

gènes impliqués dans la défense d’Arabidopsis thaliana vis-à-vis des 

microorganismes. Les gènes ICS-1 et PR-1, notamment, dont l’expression dépend 

de la voie de signalisation du SA (Vlot et al., 2009), voient leur expression induite 

lorsque les niveaux de NAD/P(H) augmentent, en parallèle à une accumulation de 

SA, suggérant un effet du NAD sur la synthèse du SA et sa signalisation.  
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De même, des plantes mutées pour l’activité Nudix hydrolase NUDT7 (une 

ADP-ribose/NADH pyrophosphohydrolase), et accumulant spécifiquement plus de 

NADH, présentent une meilleure résistance à différents agents biotrophes et 

hémibiotrophes, comme Pst, Pst-AvrRpm1, Pst-AvrRpt2, H. arabiopsidis, en lien 

avec une stimulation des réactions de défense (expression de gènes de défense et 

accumulation de SA) (Bartsch et al., 2006; Jambunathan & Mahalingam, 2006; Ge et 

al., 2007; Adams-Phillips et al., 2008; Ge and Xia, 2008; Jambunathan et al., 2010).  

 

Enfin, l’application exogène de NAD/P(H) sur des feuilles d’Arabidopsis 

thaliana conduit à l’induction de l’expression de gènes de défense codant des 

protéines PR ainsi qu’à une meilleure résistance à la bactérie virulente P. syringae 

pv. Maculicola (Zhang & Mou, 2009).  

 

 L’ensemble de ces exemples semblent indiquer un lien fort entre la synthèse 

de NAD et les défenses dépendantes de la voie de signalisation du SA. Il est 

classiquement considéré que le SA serait plutôt impliqué dans la résistance aux 

agents pathogènes biotrophes et hémibiotrophes tandis que l’acide jasmonique (JA) 

et l’éthylène (ET) seraient plutôt impliqués dans la résistance aux agents 

nécrotrophes (Glazebrook, 2005). Un dialogue antagoniste existerait entre les voies 

du SA et JA/ET pour contrôler finement les voies de signalisation mises en jeu en 

réponse à un agent pathogène donné (Koornneef et Pieterse, 2008). Or, nous avons 

montré que les lignées AO sont affectées non seulement dans la résistance à un 

agent pathogène hémibiotrophe (P. syringae) mais également dans leur résistance 

au nécrotrophe B. cinerea. L’implication de chaque phytohormone dans les 

mécanismes de défense ainsi que les interactions entre les voies de signalisation 

sont plus complexes que le simple schéma présenté précédemment et le SA, par 

exemple, a été montré comme jouant également un rôle dans la résistance au 

nécrotrophe B. cinerea (Govrin & Levine, 2002). En outre, il est possible que les 

variations de teneurs en NAD/P(H) impactent plus largement la résistance à divers 

pathogènes, soit 1) grâce à une stimulation de la voie du SA soit 2) grâce à 

l’activation d’autres voies de signalisation, comme celle impliquant par exemple les 

hormones JA et ET. Ce dernier scénario est très probable car Petriacq et al. (2012) 

avaient montré, par des analyses en transcriptomique, que l’expression de gènes 

dépendant de la voie de signalisation du JA, GLIP1, CEJ1 et JAZ8, était induite lors 
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de l’accumulation de NAD/P(H) dans les lignées inductibles nadC. Il serait 

intéressant de caractériser l’expression d’autres gènes de défense, par exemple JA 

et ET-dépendants, dans les lignées AO. A cet effet une analyse en transcriptomique 

des lignées mAO et 35S::AO est prévue.  

 

B- L’AO : Impliquée dans la résistance basale à Pst, mais pas dans la 

résistance spécifique à Pst-AvrRpm1 ? 

 

 Nos résultats montrent que l’AO est impliquée dans la résistance basale à Pst 

mais n’a pas d’effet sur la résistance spécifique à Pst-AvrRpm1, faisant intervenir 

une résistance de type ETI. Ce travail a permis en outre de montrer que l’AO 

intervient à la fois au niveau des cellules épidermiques (cellules de gardes) mais 

également au niveau des cellules du mésophylle.  

1- Rôle de l’AO dans la PTI et la fermeture des stomates 

 L’analyse préliminaire du niveau de sensibilité des lignées AO après 

pulvérisation des bactéries à la surface des feuilles a mis en évidence une plus 

grande sensibilité des mutants mAO1 et une plus grande résistance des lignées 

surexpresseurs à Pst, qui pourrait s’expliquer par des stomates plus ouverts chez les 

mutants et au contraire des stomates plus fermés chez les surexpresseurs (comme 

montré au temps 2 hpi). Il reste à déterminer de façon plus précise si ces lignées 

sont affectées dans la vitesse ou dans le degré de fermeture et ou réouverture des 

stomates en réponse à Pst. Une modulation de l’ouverture des stomates contrôlée 

par les niveaux d’AO accélèrerait ou au contraire ralentirait ainsi la pénétration et 

multiplication des bactéries dans le mésophylle. Il est intéressant de signaler que les 

surexpresseurs possèdent moins de stomates par unité de surface, mais ces 

derniers sont plus gros donc avec des ostioles certainement plus larges en 

comparaison avec les Ctrl et mAO (Figure 52, chapitre III). Une plus grande 

fermeture associée à un nombre réduit de stomates pourrait ainsi expliquer la 

meilleure résistance des surexpresseurs à Pst. Macho et al. (2012) ont obtenu des 

résultats similaires quant au lien entre expression du gène AO et degré d’ouverture 

des stomates. Ces auteurs ont ainsi montré que l’AO interviendrait notamment dans 

les processus de signalisation cellulaire conduisant à la régulation de la fermeture 

des stomates suite à la perception de MAMPs bactériens et au déclenchement de la 
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PTI dans les cellules de garde. Cette fermeture précoce des stomates est influencée 

par le niveau d’expression de l’AO et est dépendant du gène RBOHD codant la 

NADPH oxydase D. Dans ce modèle, l’AO jouerait un rôle important pour fournir du 

NAD(P)H, utilisé entre autre par la NADPH oxydase pour produire des ROS (formes 

actives de l’oxygène). Ces ROS interviennent comme molécules de signalisation 

pour participer à la fermeture des stomates (Melotto et al., 2006). Pour confirmer nos 

résultats, il faudra reproduire cette expérience avec une cinétique plus complète pour 

observer le comportement des stomates et utiliser la bactérie Pst COR-, qui induit la 

fermeture des stomates mais n’est pas capable de stimuler leur réouverture. Il serait 

intéressant également de réaliser des mesures d’échanges gazeux dans ces 

conditions, qui permettent notamment d’analyser la conductance stomatique, 

représentative du degré d’ouverture des stomates. Cette technique sera 

certainement plus précise que celle employée ici.   

 

 Egalement, dans leur article, Macho et al. n’ont pas pu mettre en évidence 

une plus grande sensibilité des lignées fin en réponse à la bactérie Pst (pulvérisée) 

et ne se sont pas intéressés au niveau de résistance après infiltration de la bactérie 

dans les tissus. Ils n’ont donc pas généralisé leur modèle AO-PTI à la PTI mise en 

place au niveau des cellules du mésophylle. Nous avons observé une plus grande 

sensibilité des mAO et une plus grande résistance des surexpresseurs à Pst après 

infiltration, ce qui suggère également un rôle de l’AO dans la résistance de type PTI 

du mésophylle à Pst. Pour tester cette hypothèse, nous pourrions infiltrer de la 

flagelline dans les feuilles des différentes lignées et analyser divers événements de 

signalisation associés à la mise en place de la PTI (SA, ROS, expression de gènes 

de défense) afin de savoir si celle-ci est altérée par les teneurs en NAD/P(H). 

 

2- Un rôle pour l’AO et le NAD/P(H) dans l’ETI ? 

 Les lignées mAO et 35S::AO n’ont pas montré d’altération dans leur niveau de 

résistance à la bactérie avirulente Pst-AvrRpm1. Ce résultat est cohérent avec le 

travail de Macho et al. (2012) qui n’avaient pas non plus vu de phénotype avec leur 

lignée fin4-3 (correspondant à mAO1) en réponse à Pst-AvrRpm1. Cependant leur 

lignée ne montrait pas non plus de sensibilité accrue à la bactérie Pst. D’autres 

travaux comme ceux de Pétriacq et al. (2012) ont rapporté une résistance accrue de 
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leur lignée accumulant du NAD/P(H) à Pst-AvrRpm1, sans que le niveau de 

résistance basale à Pst soit altéré. Les résultats apparaissent donc assez 

contradictoires d’une étude à l’autre et ne permettent pas de proposer des 

conclusions simples sur le ou les rôles possibles du NAD dans les différents types 

d’immunités. Nous proposons ici quelques hypothèses pour expliquer ces 

différences, comme base aussi de réflexions pour redéfinir les stratégies 

expérimentales employées pour étudier le lien entre NAD et immunité. 

- La première hypothèse concerne les différences dans les conditions 

expérimentales (environnementales) employées entre laboratoires. Différents 

facteurs environnementaux comme la lumière (qualité, quantité), la température, 

l’état nutritionnel/physiologique des plantes … ont récemment été montrés comme 

pouvant interagir avec les signaux biotiques impliqués dans la mise en place de 

l’immunité chez Arabidopsis thaliana (Bolton, 2009; Hua, 2013). La lumière, par 

exemple, intervient via la photosynthèse, sur la capacité de la plante à mettre en 

place une réponse immunitaire forte et efficace (Roden & Ingle, 2009). En fonction 

des conditions de culture, un mutant présentant des niveaux modifiés en NAD/P(H) 

pourra potentiellement présenter des altérations variables de ses paramètres 

photosynthétiques et donc des degrés variables de sensibilité aux agents 

pathogènes. L’hypothèse présentée ici peut être illustrée par les différents travaux 

autour de la lignée Atnudt7-1. Jusqu’en 2010, des travaux contradictoires sur la 

lignée Atnudt7-1 avaient été publiés, certains chercheurs ayant rapporté un 

phénotype pour cette lignée (croissance et résistance altérées aux agents 

pathogènes), d’autres pas de phénotype (Bartsch et al., 2006; Jambunathan & 

Mahalingam, 2006 ; Ge et al., 2007; Adams-Phillips et al., 2008; Ge & Xia 2008; 

Jambunathan et al., 2010). En 2010, Jambunathan et al. ont cultivé cette lignée dans 

différents substrats de culture et ont pu mettre en évidence que dans un substrat 

riche (notamment en N, P, K, Ca et Mg), les plantes se développent normalement et 

ne sont pas plus sensibles aux agents pathogènes, tandis que lorsqu’elles sont 

cultivées dans un milieu plus pauvre, leurs rosettes sont plus petites et les plantes 

présentent une résistance accrue à Pst (mais pas à Pst-AvrRpt2). La culture en 

milieu pauvre induit l’expression basale de ATNUDT7 chez les plantes WT et 

atnudt7-1, ainsi qu’une accumulation de NAD(H) et une altération des pools 

d’antioxydants (ascorbate et glutathion). Dans ce contexte, il faut noter qu’aucun des 
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mutants d’insertion ADN-T dans le gène AO n’est complètement ko (plus de 

transcrits et activité AO nulle) et que le niveau d’expression de l’AO lui-même 

pourrait varier de façon similaire à AtNUD7 en fonction des conditions de culture, 

modifiant ainsi l’état basal des plantes. Nos conditions de culture et celles de Macho 

et al. (2012) n’étant pas les mêmes (durée de la lumière notamment), nous pouvons 

prendre en compte cette hypothèse pour expliquer les différences de phénotypes 

observées pour les lignées fin/mAO. Il serait intéressant de retester, dans les mêmes 

conditions, un certain nombre de lignées altérées pour les teneurs en NAD : les 

lignées mAO, les lignées mutées pour la QPT (disponibles au laboratoire, non 

publiées), les lignées Atnudt etc…Il serait intéressant aussi de tester le phénotype de 

ces plantes vis-à-vis des agents pathogènes dans différentes conditions de culture et 

d’inoculation, en faisant varier par exemple le paramètre lumière (ex : jours courts 

versus jours longs) et le substrat de culture. Ces analyses semblent indispensables 

si on envisage une stratégie d’amélioration variétale visant les teneurs en NAD chez 

une plante cultivée.  

- L’hypothèse précédente est valable pour des lignées mutées qui expriment 

encore, à des niveaux variables, l’allèle sauvage fonctionnel d’un gène, mais pas 

pour des lignées surexpresseurs qui expriment de façon constitutive (ex 35S::AO) ou 

inductible (ex nadC), et à un niveau élevé, un transgène. Dans ce cas, il est 

nécessaire de discuter des différentes stratégies expérimentales employées entre les 

études et qui concernent le type de surexpression (quel(le) gène/protéine, dans quel 

compartiment ?), et le niveau de NAD/P(H) accumulé en résultant. Dans le cadre de 

ma thèse, nous avons choisi de cibler la première étape de biosynthèse de novo du 

NAD et de modifier son expression par sous-expression ou surexpression. La 

surexpression a été réalisée avec une construction ciblant l’AO vers son 

compartiment d’origine, le chloroplaste (Katoh et al., 2006). Petriacq et al. (2012) ont 

choisi de surexprimer un homologue bactérien de la protéine QPT dans le cytosol. 

L’absence de quinolinate dans le cytosol oblige alors à apporter le quinolinate de 

façon exogène, afin d’induire une accumulation de NAD/P(H). Ainsi, cette stratégie 

expérimentale a pu apporter deux biais dans les résultats 1) le quinolinate et la façon 

dont on l’apporte (infiltration par exemple) peut potentiellement modifier la 

physiologie de la plante (ex : légère expression de PR-1) (Pétriacq et al., 2012) et 2) 

la délocalisation dans le cytosol de l’étape finale de la biosynthèse de novo du NAD 
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peut altérer la répartition des métabolites entre les compartiments (ex : NaMN et 

métabolites dérivés comme le nicotinate). La suraccumulation de nicotinate observée 

chez nadC (Pétriacq et al. 2012) pourrait par exemple conduire à des variations 

d’alcaloïdes à pyridine, comme la putrescine, molécule détectée chez Arabidopsis 

thaliana et qui possède des propriétés défensives contre Pst (Kim et al., 2013). 

Cependant, ce système inductible s’est révélé très efficace puisqu’en présence de 

quinolinate, les plantes accumulent environ 5 fois plus de NAD+ et 1,5 à 2 fois plus 

de NADH que la lignée 35S::AO1 (les niveaux de NADP+ et NADPH sont peu 

différents entre les deux types de surexpresseurs, dans des conditions similaires de 

culture). Ces plantes accumulent également 5 fois plus de SA dans sa forme libre 

(SAL), active, que la lignée 35S::AO1. Il est possible que l’accumulation accrue de 

NAD(H) et/ou de SA stimulent ou potentialisent des défenses qui jouent un rôle 

particulier dans la mise en place de l’ETI. Une plante WT Col-0 d’Arabidopsis 

thaliana accumule environ 1 à 2 µg de SAL (5 µg de SA total) 10 h après inoculation 

de Pst-AvrRpm1 et 6 µg de SAL (12 µg de SA total) après 24 h (Simon et al., 2010; 

Pétriacq et al., 2012). En conditions non inoculées, nadC accumule déjà 1,5 µg de 

SAL et 10 µg de SA total, ce qui place la plante dans des conditions similaires aux 

niveaux de SA rencontrés lors de la mise en place de l’ETI, mais sans aboutir à la 

mort cellulaire. A titre de comparaison, 35S::AO1 n’atteint que 1 µg de SAL 24hpi de 

Pst. On peut dès lors comprendre que les défenses basales de la lignée 35S::AO1 

ne soient pas suffisamment ‘boostées’ pour permettre une meilleure résistance à Pst-

AvrRpm1, mais il est difficile de comprendre que nadC ne soit pas plus résistante à 

Pst, le SA jouant un rôle important dans la résistance à cette bactérie (Glazebrook, 

2005). Le niveau de NAD(H) pourrait constituer un facteur différenciant l’ETI de la 

PTI. Cette idée est renforcée par l’observation qu’en réponse à Pst-AvrRpm1, les 

niveaux de NADH sont considérablement augmentés (Pétriacq et al., 2012) tandis 

qu’en réponse à Pst, il y a baisse du NADH (ce travail). Il a récemment été montré 

qu’un oomycète pathogène du soja, Phytophthora sojae, sécrète chez son hôte un 

effecteur de virulence, Avr3b, qui présente une activité ADP-ribose/NADH 

pyrophosphorylase. En ciblant la dégradation de l’ADP-ribose et du NADH de son 

hôte, ce pathogène arriverait à contrecarrer les mécanismes d’ETI (Dong et al., 

2011). L’ADP-ribose, le NADH (ainsi que tous les nucléotides ou métabolites en 

découlant) sont impliqués à différents niveaux dans la réponse des plantes aux 

agents pathogènes (Pétriacq et al., 2013  et introduction de ce manuscrit de thèse). Il 
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apparaît clairement que cibler cette classe de métabolites est un enjeu pour l’agent 

pathogène afin d’exercer sa virulence sur son hôte. Maintenir un niveau adéquat de 

NAD/P(H) dans la plante peut lui permettre de mieux résister, comme nous avons pu 

l’observer chez les lignées 35S::AO.  

 

C- Quel(s) rôle(s) pour l’AO et le NAD/P(H) dans la résistance basale à Pst ? 

 

Il est reconnu depuis quelques années que le NAD, NADP et leurs dérivés 

comme l’ADP-ribosyl jouent un rôle dans la signalisation cellulaire, particulièrement 

en réponse aux agents pathogènes. Ces nucléotides à pyridine sont impliqués dans 

la signalisation calcique, l’homéostasie redox cellulaire, la réparation de l’ADN par 

poly-ADP-ribosylation ou la modification post-traductionnelle des protéines par 

désacétylation (pour revue, Noctor et al., 2006; Pétriacq et al., 2013). Un autre 

élément, insuffisamment pris en compte dans la compréhension des mécanismes de 

défense liés au NAD, concerne le métabolisme primaire et oxydatif des plantes. Nous 

discuterons ci-dessous des modifications de l’état redox et du métabolisme primaire 

chez les lignées mAO et 35S::AO et de leurs impacts potentiels sur la résistance des 

plantes à Pst.     

 

En 2010, une analyse du métabolisme d’Arabidopsis thaliana a été réalisée à 

différents temps au cours de la mise en place de la maladie induite par Pst (Ward et 

al., 2010). Ce travail a permis de montrer que la bactérie est capable de reconfigurer 

le métabolisme de la plante (primaire, secondaire et oxydatif) afin de détourner, à 

son bénéfice, les métabolites nécessaires pour accroître sa population dans le milieu 

extracellulaire des tissus colonisés. Les auteurs ont ainsi mis en évidence de rapides 

altérations (dès 8 hpi) dans les pools d’acides aminés, de composés azotés, de 

composés spécifiques comme les glucosinolates, certains disaccharides ou encore 

des molécules impliquées dans le contrôle des ROS. Les auteurs ont notamment 

montré l’accumulation de GABA et de proline, deux molécules à propriétés 

antioxydantes et qui pourraient permettre de contrôler les ROS produits par la plante 

lors de la mise en place de la PTI (Bouché & Fromm, 2004; Chen & Dickman, 2005). 

Nous avons observé une diminution ainsi qu’une oxydation des pools de glutathion 

chez les plantes Ctrl après inoculation de Pst, suggérant que les cellules subissent 



Résultats	
 

215 
 

un stress oxydant, avec une production accrue probable de ROS. Cette oxydation 

semble être plus forte chez les mutants mAO en réponse à Pst, mais elle est 

également observée après traitement par du MgCl2, suggérant une production 

accrue de ROS en réponse aux deux types de stress, biotique et abiotique. Ce 

résultat semble indiquer une sensibilité particulière de l’état redox des mutants au 

stress et une génération accrue de ROS. Une diminution des teneurs en NAD/P(H) 

pourrait altérer directement l’activité des systèmes antioxydants (comme les activités 

du système ascorbate–glutathion, pour revue, Noctor, 2006) ou indirectement réduire 

l’expression des gènes codant ces systèmes. Egalement, un dysfonctionnement des 

chaînes de transfert d’électrons (notamment la chaîne photosynthétique) pourrait 

conduire à une génération accrue de ROS (Ivanov & Khorobrykh, 2003). Au 

contraire, les lignées surexpresseurs présentent un état redox beaucoup moins altéré 

à 24 hpi, avec un maintien de l’état redox du glutathion. L’activité NADPH oxydase, 

génératrice de ROS, est stimulée en réponse à Pst (Marino et al., 2012). Les ROS 

produits participent aux mécanismes de signalisation conduisant à la mise en place 

de la PTI. Si on fait l’hypothèse, d’après les travaux de Macho et al. (2012) que l’AO, 

notamment, fournit du NADPH pour faire fonctionner la NADPH oxydase et générer 

des ROS, alors il est possible que la synthèse de ROS soit accrue chez les 

surexpresseurs de l’AO. Comme l’état redox est maintenu, on peut postuler que les 

systèmes antioxydants sont stimulés dans ces lignées pour maintenir l’homéostasie 

redox cellulaire. Une analyse plus précise de l’état redox cellulaire devra être 

entreprise sur les lignées AO en réponse à Pst, avec par exemple la mesure 

d’activités antioxydantes et des dosages de pools de métabolites antioxydants 

(ascorbate-glutathion).  

 

Pst induit une altération des capacités photosynthétiques des cellules 

attaquées (Bonfig et al., 2006). La suppression de la photosynthèse induirait 

notamment de profonds changements dans le métabolisme carboné, dont la bactérie 

tirerait profit (Bonfig et al., 2006; Ward et al., 2010). La bactérie induirait ainsi une 

accumulation de saccharose, puis stimulerait de façon concomitante les voies de 

biosynthèse du tréhalose et d’autres sucres, pouvant être utilisés par les bactéries 

comme sources énergétiques ou comme intermédiaires métaboliques (Ward et al., 

2010). Chez les surexpresseurs, de meilleures capacités photosynthétiques et un 

maintien du métabolisme carboné en réponse à Pst pourraient ainsi permettre aux 
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plantes de mieux résister (et l’inverse chez les mAO). Le métabolisme des acides 

aminés ainsi que le métabolisme des composés azotés apparaissent également 

comme des composantes importantes de l’immunité des plantes vis-à-vis de Pst 

(Ward et al., 2010; Vitor et al., 2013; Zeier, 2013; Pastor et al., 2014). Ces 

métabolismes étant constitutivement modifiés dans les lignées mAO et 35S::AO, il 

serait intéressant de les analyser, par une approche en métabolomique, après 

inoculation des plantes avec Pst.   
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Conclusion générale et perspectives 

 Le développement des plantes et leur fonctionnement dépend de cofacteurs 

comme le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Outre ses fonctions rédox, 

d’autres rôles lui ont récemment été attribués dans la signalisation cellulaire. Les 

plantes disposent de tout l’équipement nécessaire à la synthèse de novo de NAD à 

partir de l’aspartate. Ces dernières années, les caractéristiques des étapes 

enzymatiques intervenant dans la synthèse, l’utilisation par clivage et le recyclage du 

NAD, ont fait l’objet de plusieurs travaux. Lesdites études visaient à cerner 

l’importance des étapes enzymatiques dans la régulation des niveaux de NAD et 

dans le développement des plantes. Le fait que le nicotinamide adénine dinucléotide 

soit une molécule ubiquiste impliquée dans le métabolisme oxydo-réductif, 

notamment dans la respiration cellulaire, a aussi conduit plusieurs équipes à en 

étudier l’implication dans les mécanismes de détoxication en situation de stress, et 

d’analyser les relations existant entre métabolismes respiratoire, carboné et azoté. 

Le laboratoire a développé des recherches sur cette voie, aboutissant à une 

caractérisation de la troisième étape de la synthèse de novo, la quinolinate 

phosphoribosyltransférase (QPT). Cette enzyme initie la production d’alcaloïdes à 

pyridine chez certaines espèces comme le tabac, et conduit à l’activation de 

défenses induites chez Arabidopsis thaliana (Pétriacq et al., 2012). Les travaux 

portant sur la voie dite de novo chez les plantes ont permis de démontrer (i) qu’il 

n’existe qu’une seule isoforme de chacune de ces enzymes chez les plantes, à 

l’exception du tabac, (ii) que les trois premières étapes sont toutes localisées dans 

les plastes, et (iii) que l’interruption de leur gène est létale à l’état homozygote (Hunt 

et al., 2004 ; Katoh & al, 2006 ; Noctor et al., 2006). La disponibilité des séquences  

dans les bases de données d’Arabidopsis thaliana et d’Escherichia coli, ainsi que 

l’existence des banques de mutants d’insertion ADN-T d’Arabidopsis thaliana, nous a 

ainsi conduit à développer un nouvel axe de recherche en Biologie Intégrative 

portant sur la biosynthèse du NAD au sein du laboratoire. 

Les études conduites dans l’équipe en situation d’attaque pathogène, et les 

données transcriptomiques des bases de données, toutes suggèrent que l’aspartate 

oxydase (AO) exerce un fort contrôle sur la production de NAD en situation de stress 

et pour certains besoins développementaux (croissance des tubes polliniques). Chez 
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les bactéries, dont la voie de synthèse de novo débute par l’aspartate comme chez 

les plantes, l’AO est une flavoprotéine à FAD, qui est capable d’utiliser soit l’oxygène, 

soit le fumarate comme accepteur d’électrons, selon les conditions d’aérobiose ou 

d’anaérobiose (Nasu et al., 1982). La séquence de la protéine bactérienne est très 

conservée avec celle des plantes (Noctor et al., 2006). L’enzyme est sujette à un fort 

contrôle transcriptionnel et biochimique (Griffith et al., 1975 ; Nasu et al., 1982). Le 

choix de cette enzyme à des fins de cible pour déréguler de manière constitutive la 

production de NAD chez les plantes, nous a permis d’obtenir des lignées mutantes 

mAO et surexprimant l’enzyme 35S ::AO, qui constituent des outils de choix pour 

étudier l’impact des niveaux de NAD sur le métabolisme et la physiologie des 

plantes. 

 L’utilisation des méthodes de génétique inverse ciblant l’AO, enzyme 

engageant l’aspartate dans la voie de synthèse du NAD, a confirmé le rôle limitant de 

la protéine pour la production de NAD chez les végétaux supérieurs. Pour la 

première fois, il a été obtenu des plantes dont l’ensemble des niveaux de nucléotides 

à pyridine sont augmentés de manière constitutive. Nos observations indiquent que 

la dérégulation des niveaux de NAD s’accompagne d’une évolution dans le même 

sens des niveaux d’ATP. En surproduisant l’AO, nous avons ainsi obtenu des plantes 

dites « riches en énergie », alors que les mutants mAO sont déplétés en ces deux 

métabolites. Une caractérisation moléculaire, métabolique et physiologique a alors 

été engagée, tant en conditions environnementales normales qu’en situation de 

stress. 

 

 L’augmentation du niveau de nucléotides à pyridine dans les plantes 

surexpresseurs s’accompagne d’une forte augmentation de la vitesse de croissance 

(tant racinaire que foliaire), une germination plus rapide qui se maintient en situation 

de carence azotée, une production de biomasse et un rendement en graines 

fortement accrus. Ces caractéristiques développementales sont étroitement 

corrélées avec les niveaux de NAD dans les lignées transgéniques. On observe un 

effet diamétralement opposé chez les lignées mutantes, dont les teneurs en NAD 

sont sensiblement diminuées. Afin de suivre le niveau de production d’AO dans nos 

lignées, nous avons mis au point un protocole qui permet de mesurer pour la 

première fois dans des tissus végétaux l’activité extractible de l’enzyme. Nous avons 
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aussi pu mettre en évidence que l’enzyme produite in planta utilise le fumarate 

comme donneur d’électrons, et non l’oxygène moléculaire. 

 

 L’augmentation des teneurs en NAD renforce la machinerie photosynthétique 

et stimule fortement les échanges de carbone et de vapeur d’eau entre la plante et 

son milieu. La forte croissance qui en résulte s’accompagne cependant d’une 

diminution de l’efficacité d’utilisation de l’eau par les plantes (WUE). L’augmentation 

de biomasse constatée résulte aussi d’une activation des voies d’assimilation de 

l’azote et de la respiration cellulaire, étroitement coordonnées avec l’assimilation du 

carbone. A l’inverse, une diminution importante des teneurs en NAD conduit à une 

diminution drastique de la fixation du carbone, qui désorganise les métabolismes 

photosynthétique, respiratoire et azoté, en raison d’une forte limitation des échanges 

de dioxyde de carbone et de vapeur d’eau avec le milieu extérieur. 

 

 Si les plantes riches en NAD sont intrinsèquement plus résistantes aux 

altérations métaboliques qui résultent de stress abiotiques, leur faible efficacité 

d’utilisation de l’eau les rendent légèrement plus sensibles à des conditions de 

sécheresse. Pour autant, les plantes riches en NAD sont capables de croître dans 

des conditions de lumière et de chaleur intenses que l’espèce ne peut habituellement 

supporter. A l’inverse, les plantes mutantes pauvres en NAD, dont les échanges sont 

très limités dans les conditions actuelles de pression de vapeur d’eau et de CO2, 

perdent moins d’eau et résistent davantage à la sécheresse dans des expériences 

menées au laboratoire. La différence de résistance à la sécheresse observée entre 

des plantes sauvages ou riches en NAD, et des  plantes pauvres en NAD, 

s’accompagne d’une modification des réponses hormonales. 

 

 Une surproduction d’auxine et de glucosinolates est constatée chez les 

plantes pauvres en NAD, ce qui se traduit par une plus grande résistance à la 

multiplication des pucerons. Les plantes riches en NAD limitent aussi la prolifération 

des ravageurs et des agents pathogènes, probablement du fait d’une stimulation 

basale des mécanismes de défense des plantes. Cette pré-disposition des plantes 

riches en NAD leur permettrait de répondre de façon plus rapide et plus forte lors de 

l’attaque par la bactérie hémibiotrophe Pseudomonas syringae (Pst). Cela se traduit 

par une meilleure résistance à cette bactérie. Il est aussi observé un plus faible 
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diamètre des lésions chez les lignées 35S ::AO lors de l’infection par le champignon 

nécrotrophe Botrytis cinerea. A l’opposé, le mutant mAO pauvre en NAD est 

davantage sensible aux infections. 

 

 L’utilisation d’une stratégie visant à déréguler de manière ciblée la première 

enzyme de la voie de biosynthèse du NAD, montre qu’à des altérations des niveaux 

de NAD sont associés des changements développementaux, métaboliques, 

hormonaux, physiologiques et probablement épigénétiques, en conditions normales 

de culture comme en situation de stress biotiques et abiotiques. Il conviendra 

d’approfondir la caractérisation moléculaire et métabolomique de ces plantes par des 

approches à large échelle, mais aussi de fluxomique isotopique, avant d’obtenir une 

image dynamique des régulations rédox, métaboliques et de signalisation cellulaire 

en leur sein. Aussi, avec le clonage de l’AO d’Arabidopsis thaliana, nous souhaitons 

poursuivre notre étude des propriétés biochimiques de l’enzyme. Cela permettra 

d’appréhender la régulation instantanée qui s’exerce sur cette étape limitante du 

métabolisme du NAD par les produits terminaux de la voie. 

 

 Enfin, nous avons engagé une procédure de dépôt de brevet auprès de 

l’Institut National de la Propriété Industrielle, pour valoriser notre stratégie de 

surproduction constitutive des niveaux de NAD conduisant à des plantes plus riches 

en énergie et aux rendements accrus. Nous avons entrepris des démarches en vue 

d’appliquer ce procédé à des plantes d’intérêt agronomique. 
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Conclusion générale et perspectives 

 Le développement des plantes et leur fonctionnement dépend de cofacteurs 

comme le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Outre ses fonctions rédox, 

d’autres rôles lui ont récemment été attribués dans la signalisation cellulaire. Les 

plantes disposent de tout l’équipement nécessaire à la synthèse de novo de NAD à 

partir de l’aspartate. Ces dernières années, les caractéristiques des étapes 

enzymatiques intervenant dans la synthèse, l’utilisation par clivage et le recyclage du 

NAD, ont fait l’objet de plusieurs travaux. Lesdites études visaient à cerner 

l’importance des étapes enzymatiques dans la régulation des niveaux de NAD et 

dans le développement des plantes. Le fait que le nicotinamide adénine dinucléotide 

soit une molécule ubiquiste impliquée dans le métabolisme oxydo-réductif, 

notamment dans la respiration cellulaire, a aussi conduit plusieurs équipes à en 

étudier l’implication dans les mécanismes de détoxication en situation de stress, et 

d’analyser les relations existant entre métabolismes respiratoire, carboné et azoté. 

Le laboratoire a développé des recherches sur cette voie, aboutissant à une 

caractérisation de la troisième étape de la synthèse de novo, la quinolinate 

phosphoribosyltransférase (QPT). Cette enzyme initie la production d’alcaloïdes à 

pyridine chez certaines espèces comme le tabac, et conduit à l’activation de 

défenses induites chez Arabidopsis thaliana (Pétriacq et al., 2012). Les travaux 

portant sur la voie dite de novo chez les plantes ont permis de démontrer (i) qu’il 

n’existe qu’une seule isoforme de chacune de ces enzymes chez les plantes, à 

l’exception du tabac, (ii) que les trois premières étapes sont toutes localisées dans 

les plastes, et (iii) que l’interruption de leur gène est létale à l’état homozygote (Hunt 

et al., 2004 ; Katoh & al, 2006 ; Noctor et al., 2006). La disponibilité des séquences  

dans les bases de données d’Arabidopsis thaliana et d’Escherichia coli, ainsi que 

l’existence des banques de mutants d’insertion ADN-T d’Arabidopsis thaliana, nous a 

ainsi conduit à développer un nouvel axe de recherche en Biologie Intégrative 

portant sur la biosynthèse du NAD au sein du laboratoire. 

Les études conduites dans l’équipe en situation d’attaque pathogène, et les 

données transcriptomiques des bases de données, toutes suggèrent que l’aspartate 

oxydase (AO) exerce un fort contrôle sur la production de NAD en situation de stress 

et pour certains besoins développementaux (croissance des tubes polliniques). Chez 
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les bactéries, dont la voie de synthèse de novo débute par l’aspartate comme chez 

les plantes, l’AO est une flavoprotéine à FAD, qui est capable d’utiliser soit l’oxygène, 

soit le fumarate comme accepteur d’électrons, selon les conditions d’aérobiose ou 

d’anaérobiose (Nasu et al., 1982). La séquence de la protéine bactérienne est très 

conservée avec celle des plantes (Noctor et al., 2006). L’enzyme est sujette à un fort 

contrôle transcriptionnel et biochimique (Griffith et al., 1975 ; Nasu et al., 1982). Le 

choix de cette enzyme à des fins de cible pour déréguler de manière constitutive la 

production de NAD chez les plantes, nous a permis d’obtenir des lignées mutantes 

mAO et surexprimant l’enzyme 35S ::AO, qui constituent des outils de choix pour 

étudier l’impact des niveaux de NAD sur le métabolisme et la physiologie des 

plantes. 

 L’utilisation des méthodes de génétique inverse ciblant l’AO, enzyme 

engageant l’aspartate dans la voie de synthèse du NAD, a confirmé le rôle limitant de 

la protéine pour la production de NAD chez les végétaux supérieurs. Pour la 

première fois, il a été obtenu des plantes dont l’ensemble des niveaux de nucléotides 

à pyridine sont augmentés de manière constitutive. Nos observations indiquent que 

la dérégulation des niveaux de NAD s’accompagne d’une évolution dans le même 

sens des niveaux d’ATP. En surproduisant l’AO, nous avons ainsi obtenu des plantes 

dites « riches en énergie », alors que les mutants mAO sont déplétés en ces deux 

métabolites. Une caractérisation moléculaire, métabolique et physiologique a alors 

été engagée, tant en conditions environnementales normales qu’en situation de 

stress. 

 

 L’augmentation du niveau de nucléotides à pyridine dans les plantes 

surexpresseurs s’accompagne d’une forte augmentation de la vitesse de croissance 

(tant racinaire que foliaire), une germination plus rapide qui se maintient en situation 

de carence azotée, une production de biomasse et un rendement en graines 

fortement accrus. Ces caractéristiques développementales sont étroitement 

corrélées avec les niveaux de NAD dans les lignées transgéniques. On observe un 

effet diamétralement opposé chez les lignées mutantes, dont les teneurs en NAD 

sont sensiblement diminuées. Afin de suivre le niveau de production d’AO dans nos 

lignées, nous avons mis au point un protocole qui permet de mesurer pour la 

première fois dans des tissus végétaux l’activité extractible de l’enzyme. Nous avons 
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aussi pu mettre en évidence que l’enzyme produite in planta utilise le fumarate 

comme donneur d’électrons, et non l’oxygène moléculaire. 

 

 L’augmentation des teneurs en NAD renforce la machinerie photosynthétique 

et stimule fortement les échanges de carbone et de vapeur d’eau entre la plante et 

son milieu. La forte croissance qui en résulte s’accompagne cependant d’une 

diminution de l’efficacité d’utilisation de l’eau par les plantes (WUE). L’augmentation 

de biomasse constatée résulte aussi d’une activation des voies d’assimilation de 

l’azote et de la respiration cellulaire, étroitement coordonnées avec l’assimilation du 

carbone. A l’inverse, une diminution importante des teneurs en NAD conduit à une 

diminution drastique de la fixation du carbone, qui désorganise les métabolismes 

photosynthétique, respiratoire et azoté, en raison d’une forte limitation des échanges 

de dioxyde de carbone et de vapeur d’eau avec le milieu extérieur. 

 

 Si les plantes riches en NAD sont intrinsèquement plus résistantes aux 

altérations métaboliques qui résultent de stress abiotiques, leur faible efficacité 

d’utilisation de l’eau les rendent légèrement plus sensibles à des conditions de 

sécheresse. Pour autant, les plantes riches en NAD sont capables de croître dans 

des conditions de lumière et de chaleur intenses que l’espèce ne peut habituellement 

supporter. A l’inverse, les plantes mutantes pauvres en NAD, dont les échanges sont 

très limités dans les conditions actuelles de pression de vapeur d’eau et de CO2, 

perdent moins d’eau et résistent davantage à la sécheresse dans des expériences 

menées au laboratoire. La différence de résistance à la sécheresse observée entre 

des plantes sauvages ou riches en NAD, et des  plantes pauvres en NAD, 

s’accompagne d’une modification des réponses hormonales. 

 

 Une surproduction d’auxine et de glucosinolates est constatée chez les 

plantes pauvres en NAD, ce qui se traduit par une plus grande résistance à la 

multiplication des pucerons. Les plantes riches en NAD limitent aussi la prolifération 

des ravageurs et des agents pathogènes, probablement du fait d’une stimulation 

basale des mécanismes de défense des plantes. Cette pré-disposition des plantes 

riches en NAD leur permettrait de répondre de façon plus rapide et plus forte lors de 

l’attaque par la bactérie hémibiotrophe Pseudomonas syringae (Pst). Cela se traduit 

par une meilleure résistance à cette bactérie. Il est aussi observé un plus faible 
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diamètre des lésions chez les lignées 35S ::AO lors de l’infection par le champignon 

nécrotrophe Botrytis cinerea. A l’opposé, le mutant mAO pauvre en NAD est 

davantage sensible aux infections. 

 

 L’utilisation d’une stratégie visant à déréguler de manière ciblée la première 

enzyme de la voie de biosynthèse du NAD, montre qu’à des altérations des niveaux 

de NAD sont associés des changements développementaux, métaboliques, 

hormonaux, physiologiques et probablement épigénétiques, en conditions normales 

de culture comme en situation de stress biotiques et abiotiques. Il conviendra 

d’approfondir la caractérisation moléculaire et métabolomique de ces plantes par des 

approches à large échelle, mais aussi de fluxomique isotopique, avant d’obtenir une 

image dynamique des régulations rédox, métaboliques et de signalisation cellulaire 

en leur sein. Aussi, avec le clonage de l’AO d’Arabidopsis thaliana, nous souhaitons 

poursuivre notre étude des propriétés biochimiques de l’enzyme. Cela permettra 

d’appréhender la régulation instantanée qui s’exerce sur cette étape limitante du 

métabolisme du NAD par les produits terminaux de la voie. 

 

 Enfin, nous avons engagé une procédure de dépôt de brevet auprès de 

l’Institut National de la Propriété Industrielle, pour valoriser notre stratégie de 

surproduction constitutive des niveaux de NAD conduisant à des plantes plus riches 

en énergie et aux rendements accrus. Nous avons entrepris des démarches en vue 

d’appliquer ce procédé à des plantes d’intérêt agronomique. 
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Matériels & Méthodes  
I. Matériels biologiques 

A- Matériel végétal : Présentation des lignées d'Arabidopsis thaliana 

Les expériences ont été réalisées sur différentes lignées trangéniques issues 

de la plante modèle Arabidopsis thaliana écotype Columbia (Col-0). La lignée 

contrôle, utilisées notée Ctrl a été obtenue par transformation de plantes sauvages 

via le vecteur vide pCW162. Cette lignée Ctrl permet de s'affranchir des potentielles 

variations dues à l'insertion de l’ADN‐T (ADN de transfert) contenant la cassette de 

résistance à l'antibiotique kanamycine. Les variations ainsi observées reflèteront 

seulement la sous/surexpression des gènes d'intérêt.  

 

A mon arrivée au laboratoire, Bertrand Gakière avait obtenu plusieurs lignées 

surexprimant le gène de la L-aspartate oxidase (AO), sous contrôle du promoteur fort 

et constitutif 35S du virus de la mosaïque du chou‐fleur (CaMV) présent dans le 

vecteur pCW162. L'ADNc du gène de l’AO est sous‐cloné entre les sites de 

restrictions SmaI et SalI du vecteur binaire pCW162, fourni par Marie‐Pascale 

Doutriaux, sous contrôle du promoteur 35S. Les amorces sont données en Annexe 

2. Le vecteur pCW162 dérive du vecteur binaire pPZP111 (Hajdukiewicz et al., 

1994). Les plantes transformées avec le vecteur pCW162 sont donc résistantes à la 

kanamycine. La construction comportait une séquence d’adressage plastidial, ce qui 

permet une surexpression chloroplastique. Plusieurs lignées de transformants ont été 

sélectionnées sur milieu ½ Murashige et Skooge (MS) additionné de Kalysagar 

(Kalys SA) supplémenté en kanamycine (Sigma�Aldrich®) à une concentration de 

50 mg/mL. Les lignées issues de la génération T5 sont appelées 35S::AO 1 et 

35S ::AO2. 

Les lignées mutantes d'insertion ADN‐T pour le gène de la L-Aspartate 

oxydase (écotype Col-0) (numéro d'accession At5g14760) ont été obtenues à partir 

de la collection SAIL (Syngenta), Sail_1145_B10 et celle du Salk Institute Genomic 

Analysis Laboratory, San Diego, USA (Alonso et al., 2003) : SALK_013920C, 

appelées respectivement mAO1 et mAO2. Les plantes homozygotes pour l’insertion 

de l’ADN‐T ont été isolées par génotypage PCR en utilisant les couples d’amorces 
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(allèle sauvage) et (allèle muté, séquence de l’ADN-T) (Annexe 3). L’ADN-T est 

positionné dans le dernier exon du gène At5g14760 pour les deux lignées. Afin de 

restaurer le phénotype sauvage de la lignée mAO1, la complémentation de ce 

mutant a été entreprise. Le gène complet contenant 1 kb de promoteur a été cloné 

par Dr. Alexis Kasaras (Freie Universität, Berlin, Allemagne) entre les sites de 

restriction Xba1 et Spe1 du vecteur pCB302 contenant le gène BAR 

(http://www.springerlink.com/content/t94w6463mv108155/) codant une 

phosphinothricine acétyl-transferase (PAT) et conférant la résistance à l’herbicide 

Basta® (Bayer® CropScience).  

 

Afin d’assurer une germination synchrone des graines, celles-ci sont semées 

sur terreau et placées 2 jours à 4°C avant d’être transférées en chambre de culture 

en jours courts (photopériode : 8 h de lumière à 22°C et 16 h d’obscurité à 19°C) 

sous intensité lumineuse de 100 µmol.m-2.s-1 et 65% d’humidité. Les plantules âgées 

de dix jours sont repiquées en pots individuels. Les expériences sont réalisées sur 

des plantes âgées de 6-7 semaines. Lors de la récolte, les échantillons sont 

rapidement congelés dans l’azote liquide, puis stockés à -80°C jusqu’à leur 

utilisation. 

B- Conditions de culture des plantes 

1- Cultures en pots sur terreau 

Les graines d'Arabidopsis thaliana sont semées sur terreau traité 

préventivement par imprégnation de Prévicur® (Bayer® CropScience) à 1 mL.L‐1 et 

de Trigard® (Syngenta®) à 0,2 g.L‐1 ceci dans le but de prévenir l'apparition de fonte 

des semis et le développement de sciarides. Afin d’assurer une germination 

synchrone des graines, le semis est suivi d'une période de stratification à forte 

humidité et basse température (4°C) pendant deux jours. La germination des 

plantules est obtenue en chambre de culture en jours courts sous une photopériode 

de 8 h de lumière à 22°C et 16 h d'obscurité à 19°C, sous intensité lumineuse de 100 

μmoles de photons.m‐2.s‐1. Les premiers jours du passage des semis en chambre de 

culture se font sous mini serre pour éviter une dessiccation importante du sol. La mini 

serre est ensuite retirée et l'humidité est régulée à 65%. L'ajout de solution nutritive 

est réalisé deux fois par semaine (PLANT-PROD : 6,440 kg/23 L, FERTOLIGO® : 
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100 mL/23 L ; FERTIL  selon la procédure Plan Ferti 10). Les plantules âgées de dix 

jours sont repiquées en pots individuels. Sauf indication contraire, l'échantillonnage 

est effectué en milieu de photopériode et les échantillons prélevés sont rapidement 

congelés dans l'azote liquide puis conservés jusqu'aux analyses à ‐80°C. 

2- Cultures hydroponiques d'Arabidopsis thaliana 

Les lignées ont été cultivées en hydroponie dans une chambre de culture 

Sanyo. L’intensité lumineuse est 150 µmol.m-².s-1 sous une photopériode de 8 h de 

lumière à 21°C et 16 h de nuit à 17°C avec une humidité constante de 70% +/- 5%. 

Avant semis, les graines ont été stérilisées dans une mélange éthanol-barychlor (v/v, 

95% / 5%) puis rincées et conservées dans de l’eau stérile à 4°C pendant 4 jours 

pour stratification. Une graine stérile est ensuite déposée sur chaque microtube de 

500 µL coupé à la base contenant la solution nutritive (5mM nitrates) gélifiée dans 

l’agar 0,7%. Les graines sont ainsi semées sur deux plaques 225 trous mises en 

contact avec la solution nutritive de culture dans laquelle les racines vont se 

développer. Les plantes sont cultivées pendant 28 jours et la solution nutritive est 

remplacée une fois par semaine la première semaine, trois fois par semaine les 

deuxièmes et troisièmes semaines puis tous les jours la dernière semaine suivant le 

protocole décrit selon Kiba et al., 2012. 

Une partie des plantes va subir divers traitement afin de mesurer les influx de 

nitrate et de déterminer la vitesse d’absorption du nitrate par les racines. Sur les 

plantes restantes, les parties aériennes et racinaires sont séparées avant d’être 

séchées et pesées et congelées dans de l’azote liquide. Les échantillons sont 

ensuite broyés dans de l’azote liquide à l’aide d’un mortier et pilon. La poudre 

obtenue est conservée à -80°C pour les différents dosages. 

3- Cultures in vitro 

Les cultures in vitro s'effectuent dans une chambre de culture thermorégulée à 

23°C sous une photopériode de 8 h et une intensité lumineuse de 200 μmoles de 

photons.m‐2.s‐1. Avant semis, les graines sont stérilisées durant 5 minutes dans un 

mélange éthanol (VWR®) : barychlore (Bayrol) (95/5), puis rincées à l'éthanol absolu 

et séchées sous hotte stérile à flux laminaire. Les graines désinfectées et sèches 

sont semées à la volée sur milieu ¼ -Hoagland’s (Hoagland, 1920a) additionné de 



Matériels	&	Méthodes	
 

224 
 

Kalysagar (Kalys® SA) et supplémenté de 50 μg.mL‐1 de kanamycine monosulfate 

(Sigma‐Aldrich®). La germination des semis est synchronisée par un passage de 

deux jours à l'obscurité à 4°C, puis le semi est transféré en chambre de culture. 

Des plantes d’Arabidopsis thaliana sont cultivées en boîtes verticales afin d’en 

mesurer la croissance racinaire. Les graines préalablement désinfectées sont 

semées sur une rangée, puis la germination est synchronisée par passage au froid et 

à l'obscurité pendant 48 h. Les boîtes sont ensuite disposées à la verticale en 

chambre de culture in vitro. Dès la germination (déterminée par la percée 

radiculaire), la taille des racines est mesurée au cours du temps. 

C- Souches bactériennes et fongique 

1- Agents pathogènes 

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) est une bactérie à Gram négatif, 

hémibiotrophe, et responsable de la maladie de la moucheture sur la tomate et 

Arabidopsis. Deux souches de cette bactérie, fournies par Glazebrook & Ausubel, 

(1994), ont été utilisées dans ce travail : la souche Pst DC3000 (Pst) qui est virulente 

sur Arabidopsis Col-0, et la souche DC3000 transformée avec un vecteur portant le 

gène d’avirulence bactérien AvrRpm1 (Pst-AvrRpm1), qui est avirulente sur Col-0. 

Ces deux souches possèdent les gènes de sélection pour la résistance à deux 

antibiotiques : la rifampicine et la kanamycine. Les bactéries sont conservées à ‐

80°C dans du milieu de culture supplémenté à 80% de glycérol.  

La souche B05.10 du champignon nécrotrophe Botrytis cinerea a été fournie 

par Marc-Henri Lebrun (Unité BIOGER, INRA, Grignon). B. cinerea est l’agent causal 

de la pourriture grise, maladie touchant plus de 200 espèces végétales. La souche a 

été régulièrement repiquée sur milieu solide PDB (Potato Dextrose Broth) - agar et 

mise en croissance à 20°C.  

2- Autres souches bactériennes 

La souche bactérienne d'Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) (Koncz 

& Schell, 1986) contenant le vecteur binaire pBINm‐gfp5‐ER (Haseloff et al., 1997) a 

été utilisée pour la transformation stable d'Arabidopsis thaliana par technique de 

« floral dip » (Clough & Bent, 1998). Cette souche est désarmée (en d'autres termes 

elle ne possède plus ses facteurs de virulence), mais possède une forte capacité 
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d'infection. En effet, durant la phase d'infection, le fragment d'ADN de transfert (ADN‐

T) porté sur le plasmide d'infection s'intègre de façon aléatoire dans le génome de la 

plante. La souche GV3101 possède les gènes de résistance à la gentamycine et la 

rifampicine. La souche bactérienne d'Escherichia coli DH5α (Invitrogen®) a 

également été utilisée. Elle constitue un des hôtes nécessaires aux étapes de 

clonage des inserts d'ADNc (ou d'ADN génomique dans le cas de la 

complémentation du mutant mAO Sail_1145_B10) depuis le plasmide binaire 

pCW162. 

 

II. Obtention des lignées transgéniques 

A-  Transformation d'Arabidopsis thaliana par Agrobactéries 

La transformation des plantes d'Arabidopsis thaliana a été réalisée par 

trempage des boutons floraux par la méthode de « floral dip » (Clough & Bent, 1998).  

B- Sélections des plantes transformées 

1- Sélection sur kanamycine 

Les graines issues des transformants 35S::AO sont récoltées puis conservées 

à l'obscurité à 4°C. Elles sont stérilisées selon le protocole décrit précédemment puis 

semées à la volée sur milieu sélectif (½ MS, Kalysagar) contenant 50 μg.mL‐1 de 

kanamycine monosulfate. Après environ 10 jours en chambre de culture in vitro 

(23°C, sous intensité lumineuse de 200 μmoles de photons.m‐2.s‐1), les plants 

résistants sont transférés sur pot de terreau en chambre de culture en jours longs 

(photopériode 16 h) afin d'obtenir des graines qui subiront un nouveau régime de 

sélection. Le nombre des plantes transgéniques putatives est noté pour sélectionner 

les lignées qui ont inséré une seule copie du transgène (rapport ¾ non résistants, ¼ 

résistants). Les descendants sont sélectionnés jusqu’à obtention de lignées stables 

homozygotes pour l’insertion ADN‐T. Deux lignées indépendantes ont été 

sélectionnées (35S::AO1 et 35S::AO2) sur le base du niveau d’expression du gène 

AO analysé par qPCR et des teneurs en NAD des lignées. 

1- Sélection sur Basta® 

Les transformants issus de la transformation du mutant Sail_1145_B10 sont 

sélectionnés sur terreau par pulvérisation de solution Basta® (Bayer® CropScience) 
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à une concentration de 1,25 mL.L‐1. Le Basta® contient l'herbicide glufosinate. 

L’opération est répétée deux fois avec 3 à 4 jours d’intervalle. Les plantes résistantes 

sont ensuite transférées en pot jusqu’à obtention de graines. 

 

III. Techniques d'études moléculaires 

A- Amorces oligo-nucléotidiques utilisées dans ce travail 

Les différentes amorces PCR de génotypage, de clonage et RT‐qPCR sont 

listées dans l’Annexe 3. Les amorces LBSAIL et Lbb1.3 correspondent aux amorces 

des ADN-T des lignées mAO1 et mAO2 respectivement. 

 

B- Criblage par PCR des insertions d'ADN‐T dans les mutants 

d'Arabidopsis thaliana 

1-  Extraction d’ADN génomique à partir d'échantillon foliaire 

Pour chaque plantule, une feuille est broyée au broyeur à billes (Retsch® 

MM300) (3 x 30 s à 30 Hz) puis sont ajoutés 400 µL de tampon d’extraction Edwards 

(Tris 1M pH 7,5, NaCl 4 M, EDTA 0,5 M, SDS 20%. Les tubes sont centrifugés 

pendant 10 min à 4°C. Ensuite 200 µL de surnageant sont prélevés et mélangés à 

200 µL d’isopropanol (VWR) qui précipite l’ADN. Après une seconde centrifugation 

de 10 min à température ambiante, le culot contenant l’ADN est débarrassé du 

surnageant et nettoyé avec 1 mL d’éthanol à 70%. Une centrifugation brève permet 

de retirer le reste d’éthanol, puis les tubes sont mis à sécher 5minutes sur la 

paillasse. Les ADN ainsi extraits sont alors re-suspendus dans 100 µL de TE (Tris 10 

mM pH 7,9 EDTA 1 mM) et conservés à 4°C (d'après Weigel & Glazebrook, 2002). 

2- Amplification par PCR 

La PCR est réalisée sur chaque échantillon d’ADN de plante afin de tester la 

présence ou non de l’ADN-T dans le gène d’intérêt. L’ADN de chaque échantillon est 

ainsi amplifié en utilisant un couple d’amorce données en Annexe 3.  Une PCR vise 

à amplifier un fragment du gène sauvage et une autre PCR à amplifier un fragment 

du gène sauvage disrupté par l’ADN-T. Chaque mélange pour PCR contient 1 U de 

Go Taq polymérase (Promega®), 1X de tampon pour Go-Taq (Tris-HCl 250 mM, pH 
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9, NaCl 250 mM), 0.25mM de dNTP, 5 mM de MgCl2 qsp 25 µL d’eau. Pour amplifier 

le gène sauvage, les deux amorces à 10 mM du gène sauvage à amplifier sont 

ajoutées en quantité (de 1 µL) équivalente. Pour amplifier le gène muté contenant 

l’ADN-T, on ajoute un type d’amorce complémentaire à une partie de l’ADN-T, et un 

autre type d’amorce complémentaire à l’une des bornes du gène sauvage de sorte 

que ces deux amorces soient antiparallèles. Les 25 µL de mélange réactionnel sont 

soumis à 25 cycles de réaction PCR durant 90 min et suivant le programme : 30 s à 

94°C, 30 s à 58°C et 1min à 72°C. 

 

3- Electrophorèse en gel d’agarose 

La séparation des fragments d’ADN linéaires est obtenue par migration 

électrophorétique dans un gel horizontal contenant 1% (P/V) d’agarose. Le tampon 

TAE de migration est composé de Tris‐acétate 40 mM et EDTA 1 mM (pH 8,3). La 

migration s’effectue sous une tension comprise entre 80 et 150 V. Après migration, 

les fragments d’ADN ayant fixé le bromure d’éthidium (BET) sont visualisés sous 

lumière ultraviolette (UV). 

 

4- Transformation des Agrobactéries par électroporation 

Cette technique permet d’introduire un ADN plasmidique dans une cellule hôte 

bactérienne par un choc électrique (Dower et al., 1988). Elle a été utilisée pour la 

souche d’Agrobacterium tumefaciens GV3101. Pour la préparation des bactéries 

électrocompétentes, 500 mL de milieu LB sont ensemencés avec une pré‐culture de 

la nuit et la croissance a lieu jusqu’à une DO de 0,8 à 600 nm. La culture est laissée 

10 min sur la glace, puis centrifugée à 4°C, 15 min à 3000g. Le culot obtenu est lavé 

deux fois avec 500 mL d’eau stérile (afin d’éliminer les sels qui pourraient diminuer la 

résistance électrique du milieu), puis repris dans 8 mL de glycérol stérile 10% à 4°C. 

Des aliquotes de 100 μL sont congelées dans de l’azote liquide. Environ 50 ng du 

plasmide transformant issu d’une préparation plasmidique sont placés sur une 

aliquote de bactéries électrocompétentes dans lesquelles le plasmide pénètre grâce 

à un choc électrique très bref, mais de forte intensité (appareil Bio‐Rad Gene Pulser, 

15 kV.cm‐1, 25 μF, 200 Ω, Hercules, USA). Après l’impulsion électrique, 1 mL de 
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milieu LB est rajouté aux bactéries transformées et l’ensemble est incubé 1 h à 30°C. 

Les transformants apparaissent après 16 h sur le milieu sélectif approprié. 

 

5- Séquençage des fragments d’ADN 

Les fragments d’ADN ont été séquencés sur les deux brins par la société 

MWG‐Biotech. Les amplicons PCR et la construction obtenue à partir du vecteur 

pCW162 et de l’ADNc de l’AO, conjointement avec Dr. Bertrand Gakière, ainsi que la 

construction de complémentation du mutant Sail_1145_B10 obtenue grâce à Dr. 

Alexis Kasaras, ont été séquencés afin de vérifier l’intégrité des séquences. 

 

IV. Etude des niveaux de transcrits de gènes d’intérêt par RT-qPCR 

A- Extraction et dosage d’ARN 

Environ 80 mg de feuilles sont broyés en poudre fine au broyeur à billes (3 x 

30 s à 30 Hz, type Retsch MM300). Un mL de TriReagent (Molecular Research 

Center, Euromedex) est ajouté et le mélange est vortexé jusqu’à complète 

homogénéisation. Après incubation 5 min dans un bain-marie à 30°C, 200 µL de 

chloroforme sont ajoutés, puis l’extrait est centrifugé 15 min à 10000g à 4°C. La 

phase supérieure est transférée dans un tube autoclavé et un demi-volume 

d’isopropanol est ajouté afin de permettre la précipitation des ARN. Après plusieurs 

inversions du tube, les extraits sont incubés à température ambiante 20 min puis 

centrifugés 15 min à 10000g à 4°C. Après élimination du surnageant, 1 mL d’éthanol 

70% est ajouté afin d’enlever les sels résiduels. Après vortex, les échantillons sont 

centrifugés 15 min à 6000g à 4°C. L’éthanol est ensuite retiré et les culots sont 

laissés à sécher. Une fois les culots complètement secs, 20 µL d’eau stérile à 55°C 

sont ajoutés et laissés incubés 10 min à 55°C. Les culots sont re-suspendus par 

pipetage. Les ARNs sont ensuite dosés par spectrophotométrie à 260 et 280 nm par 

un Nanodrop (type ND1000) et conservés à -80°C jusqu’à utilisation.  

A la suite de l’extraction d’ARN, un traitement à la DNase est nécessaire afin 

de s’affranchir des résidus d’ADN. Le kit RQ1 RNase-Free DNase (Promega) a été 

utilisé. Deux µL d’ARN a 1µg.µL-1 sont ajoutés 1X de RQ1 RNase-Free DNase 
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reaction buffer ; 1 U de RQ1 RNase-Free DNase (1 U.µg-1 RNA) et le volume est 

complété à 10 µL avec de l’eau nuclease-free. Après incubation 30 min à 37°C, 1 µL 

de RQ1 Dnase Stop solution est ajouté pour terminer la réaction. Puis les ARN sont 

incubés 10 min à 65°C afin d’inactiver la DNase. Puis, les ARN sont à nouveaux 

dosés et conservés à -80°C. 

 

B- Synthèse des ADN complémentaires par transcription inverse 

La réaction de rétro-transcription des ARNm en ADNc a été réalisée à partir 

de 1µg d’ARN de chaque échantillon. 50 nmoles oligo dT ont tout d’abord été 

hybridés à la queue poly A des ARNm à 70°C pendant cinq minutes (Promega). La 

réaction a été arrêtée en plaçant les échantillons à 4°C. La rétro-transcription a 

ensuite été réalisée pendant une heure à 42°C en présence d’1 U d’enzyme de RT et 

des réactifs du kit ImpromII® (Promega). La réaction de PCR a été réalisée sur 8 µL 

d’ADNc dilués à 10 ng.µL-1 dans de l’eau stérile, avec des amorces permettant 

d’amplifier de manière spécifique des fragments de taille comprise entre 100 et 200 

pb et une Tm de 60°C). 

C- PCR quantitative (qPCR) 

1- Conception des amorces RT‐qPCR 

Les séquences des gènes ont été obtenues sur le site du TAIR (The 

Arabidopsis thaliana Information Ressource, http://www.Arabidopsis thaliana.org/). 

Les amorces sont listées en Annexe 4. Les produits d’amplifications comportent de 

50 à 150 pb ; les amorces ne doivent ni s’hybrider entre elles ni former de structures 

secondaires ; la proportion en GC doit être comprise entre 40 et 60% ; le nombre de 

G ou C successifs ne doit pas dépasser pas 4 ; les 5 nucléotides en 3’ doivent être 3 

G/C au maximum ; la Tm, calculée à l’aide du logiciel en ligne Primer 3 

(http://frodo.wi.mit.edu), doit être comprise entre 58°C et 60°C. La spécificité des 

séquences est vérifiée par un blast sur le génome sur le site du TAIR. Les amorces 

ont été synthétisées par les sociétés MWG‐Biotec et Eurogentec. Les solutions stock 

sont préparées à 100 μM dans de l’eau stérile « nucleic acid free » et stockées à ‐

20°C. Les solutions utilisées pour la réaction de qPCR sont préparées à 10 μM. 
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2- PCR quantitative 

Les RT-PCR quantitatives sont réalisées sur des plaques 96 puits dans le 

thermocycleur LightCycler 480® avec le kit LightCycler 480 SYBR Green I Master de 

Roche (Meylan, France). Les réactions sont réalisées avec 10 ng de matrice et 250 

nM de chaque amorce qPCR (Annexe 4), dans un volume final de 10 µL. Les étapes 

sont une dénaturation à 95°C pendant 5 min, suivie de 40 cycles: 95°C pendant 5 s, 

56°C pendant 15 s, et 72°C pendant 20 s. L’élongation est terminée par une étape 

de 15 s à 95°C. A la fin de l’amplification, une dénaturation est effectuée par un 

chauffage de 60 à 95°C, qui permet de vérifier la spécificité de l'amplification. La 

quantification relative, calculée par dérivées secondes, en utilisant l’ACTINE2 comme 

référence, est réalisée par le logiciel LightCycler® 480 Software (Roche® Applied 

Science).  

V. Techniques d'études des protéines 

A- Extraction des fractions solubles aqueuses foliaires 

La fraction soluble est extraite suivant le protocole modifié par Tcherkez et al., 

(2003). A 500 mg de MF ou 100 mg de MS est ajouté 1 mL d’eau bidistillée, puis 

l'ensemble est broyé au mortier dans l'azote liquide. Le broyat est ensuite clarifié par 

centrifugation à 4°C à 14000g pendant 10 min. Le surnageant est récupéré et les 

protéines thermolabiles sont dénaturées par une ébullition de 5 min. Les protéines 

dénaturées sont précipitées par centrifugation de 10 min à 4°C à 12000g. Le 

surnageant récupéré constitue la fraction soluble et peut être conservé à ‐20°C 

jusqu'aux analyses. 

B- Dosage des protéines totales 

1- Dosage à 280 nm 

Le dosage des protéines totales solubles permet de calculer les activités 

spécifiques exprimées en quantité de produit formé par unité de temps (minute) et 

par quantité de matière initiale (mg de protéines totales). L'absorption maximale des 

acides aminés aromatiques se situe au voisinage de 280 nm. La détection par 

spectrophotométrie à cette longueur d'onde évalue la quantité de protéines totales 

d'un extrait. Une unité d'absorption à 280 nm correspond à une concentration 

approximative en protéines de 1 mg.mL‐1. 
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2- Dosage selon la méthode dite de Bradford 

Cette quantification des protéines totales est basée sur la modification de la 

longueur d'onde maximale d'absorption du bleu de Coomassie G 250 une fois fixé 

sur les protéines (de 460 à 595 nm; Dahmen et al., 1967). La quantification des 

protéines est réalisée par référence à une gamme étalon de sérum albumine bovine. 

 

C- Mesure de l'activité nitrate réductase (NR) 

1- Extraction 

Environ 500 mg de feuilles sont broyés au mortier dans l’azote liquide en 

présence de 10 mg de sable de Fontainebleau, puis resuspendus dans 1,4 mL de 

tampon d'extraction A (HEPES 50mM pH 7,6, Triton X-100 0,1%, Leupeptine 

10,8μM, PMSF 100 μM, FAD 19,2μM, DTT 2,9mM, PVP 1%, MgCl2 5 mM). Le broyat 

est transféré dans un tube de 1,5mL puis clarifié par 10 min de centrifugation à 

vitesse maximale (14000g) à 4°C. L'activité NR est dosée sur le surnageant dessalé 

sur colonne NAP‐5 dans un nouveau tube et homogénéisé. La concentration en 

protéines totales est réalisée sur une aliquote du surnageant. 

2- Mesure de l'activité extractible 

La NR réduit les nitrates en nitrites qui peuvent se complexer avec le N‐1‐ 

Naphtyléthylène diamine (NNED) en milieu acide et développer une coloration rose. 

Deux dosages d'activité sont réalisés : l’activité NR endogène en présence de MgCl2 

(apport de Mg2+) qui favorise la complexation de la NR phosphorylée avec une 

protéine 14‐3‐3 inhibitrice et l’activité NR maximale potentielle in vitro en présence 

d’EDTA. L’EDTA permet de chélater les cations bivalents et donc de dissocier le 

complexe 14‐3‐3/NR. La mesure de l'activité en présence de Mg2+ représente l'état 

d'activation de l'enzyme, encore appelée phosphorylation apparente, par rapport à 

l'activité maximale potentielle. Cette activité est exprimée en μmoles de nitrites 

formés par heure et par mg de protéines solubles. Le milieu réactionnel est constitué 

d’un tampon HEPES 50 mM pH 7,6, BSA 0,5 % (P/V) dans 350 μL finaux avec 50 μL 

d'extrait, 50 μL de KNO3 à 100 mM. Pour mesurer l'activité endogène, 7,5 μL de 

MgCl2 à 0,5 M sont ajoutés, et pour l'activité maximale potentielle, 7,5 μL d'EDTA à 

148 mM. Le volume final est ajusté à 350 μL finaux avec le tampon B [soit 250 μL 

pour le blanc et 242,5 μL pour l'activité endogène et maximale]. Le blanc réactionnel 
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contient en plus 50 μL de ZnSO4 à 0,5 M. Ce mélange réactionnel est préincubé 

pendant 2 minutes à 30°C, puis la réaction est initiée par ajout de 50 μL de NADH à 

2 mM. Après agitation, l'incubation est réalisée pendant 30 min. Toutes les 5 min, 50 

μL de ZnSO4 à 1 M sont ajoutés pour stopper la réaction, ainsi que 500 μL de 

sulfanilamide à 1,5 % (dans HCl 1,5 N). Les nitrites sont ensuite révélés par 

coloration avec 500 μL de solution aqueuse NNED à 0,02 % et le tube est vortexé. 

Après 5 min d'incubation à température ambiante, l'échantillon est clarifié par 

centrifugation pendant 5 min à vitesse maximale. L'absorbance est mesurée sur le 

surnageant à 540 nm contre le blanc.  Le dosage des nitrites est réalisé en référence 

à une gamme étalon réalisée à partir d'une solution de NaNO2 à 100 nmol.mL‐1. 

 

D-  Dosage de l’activité Rubisco  

Cinq cents mg de feuilles sont prélevés, broyés dans l’azote liquide à l’aide 

d’un mortier et pilon et extraits avec 1 mL de Tris-HCl 0,1 M pH 8, 10 mM MgCl2, 5 

mM DTT et 0,2 mM PMSF. Puis l’extrait est centrifugé à 4°C, 8000g, 1 min. Le 

surnageant est dessalé sur des colonnes NAP-5 (GE-Healthcare). L'activité totale de 

la rubisco a été déterminée à partir du taux d'incorporation de 14CO2 dans les 

composés acides stables et après comptage par scintillation du 14C, comme décrit 

précédemment (Sharkey et al., 1986). Pour commencer la réaction, à 40 µL d'extrait 

de plante dessalé sont ajoutés 60 µL de tampon de réaction (Tris-HCl 0,1 M pH 8, 

MgCl2 10 mM), 10 µL de RuBP 2 mM, 10 µL NaH [14C]O3 20 mM (Perkin-Elmer) et 

incubées 10 min à 30°C. La réaction est arrêtée avec du HCl 6N. Après évaporation 

du bicarbonate non incorporé à 80°C, la radioactivité a été déterminée par comptage 

de scintillation. 

E- Dosage de l’activité phosphoénol pyruvate carboxylase (PEPc) 

Le dosage de l’activité PEPc se fait de façon similaire à celui de l’activité 

rubisco avec un changement de composition du tampon de réaction : Tris-HCl 0,1 

mM, MgCl2 10 mM, 10 µL PEP, 10 µl NADH 1 mM, 0,1 U malate déshydrogénase, 

10 µL NaH [14C]03 20mM. La réaction est arrêtée avec du HCl 6N. Après évaporation 

du bicarbonate non incorporé à 80°C, la radioactivité a été déterminée par comptage 

de scintillation. 
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F- Mise au point du dosage de l’activité L-aspartate oxydase 

 

Une méthode de dosage de l'activité de la L-aspartate-oxydase a été 

développée en utilisant un spectrophotomètre : 0,5 g d’échantillon de feuilles 

congelées a été broyé dans l'azote liquide, et repris dans 2 mL de tampon 

d'extraction (Tris-HCl pH 8). Après centrifugation, l'extrait brut a été dessalé par 

chromatographie d’exclusion de taille sur colonne PD-10. Pour 0,7 ml de l’extrait 

dessalé, 100 µL de L- aspartate 10 mM, 100 µL de fumarate 10 mM et 100 µL de 

FAD 200 µM ont été ajoutés pour démarrer la réaction, qui a été suivie à 30°C 

pendant 30 min. La réaction a été arrêtée par chauffage à 100°C 2 min pour 

précipiter les protéines, suivi d’une centrifugation. A 1 mL de surnageant réactionnel 

ont été ajoutés successivement : 0,5 mL de phénolate de sodium 0,33 M pH 13 ; 0,5 

mL de nitroprussiate de sodium 0,1% ; 0,5 mL NaClO 0,2%. 

L’activité L-aspartate-oxydase a été mesurée en spectrophotométrie à DO 635 

nm par dosage, contre une gamme étalon de 0 à 100 nmoles de (NH4)SO4, du NH4
+ 

provenant de la dégradation quasi instantanée à pH 8 de l’iminoaspartate formé au 

cours de la réaction. 

 

VI. Techniques d'études métabolomiques 

A- Dosage du pool d'antioxydants cellulaires. 

Les dosages de métabolites aux propriétés antioxydantes comme les 

nucléotides à pyridine, le glutathion et l'ascorbate sont réalisés par 

spectrophotométrie via un couplage enzymatique (Figure 92). L'utilisation d'un 

lecteur de microplaque (type Multiskan spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific) 

permet de réaliser sur un seul extrait simultanément toute une batterie de dosages 

d'antioxydants (NAD, NADP, GSH, GSSG, ascorbate réduit et total, phéophytines) 

avec un seuil de détection en dessous de la picomole. Tous les réactifs ont été 

fournis par la société Sigma‐Aldrich®. D’après Queval and Noctor, 2007. 
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Figure 92. Principes des dosages colorimétriques des antioxydants libres 

cellulaires (glutathion, du NAD(H) et du NADP(H)). ADH ; alcool déshydrogénase ; 

DCPIP ; 2.6-dichlorophénol-indophénol, G6P ; glucose 6-phosphate ; G6PDH, 

glucose 6-phosphate déshydrogénase, GR ; glutathion réductase, PMS ; phénazine 

méthosulfate, ox ; forme oxydée, red ; forme réduite. 

1- Extraction acide 

Environ 100 mg de feuilles sont broyés au mortier dans l'azote liquide, 

auxquels 1 mL de HCl 0,2 N est ajouté. Après décongélation du broyat, celui‐ci est 

transféré dans un tube de 2 mL et 50 μL sont prélevés pour le dosage des 

phéophytines. L'extrait est ensuite clarifié par centrifugation pendant 10 min à 

14000g, à 4°C. Le surnageant est séparé en deux aliquotes : l'une servant au 

dosage du glutathion, l'autre au dosage du NAD(P). Dans un premier tube, 500 μL de 

surnageant sont neutralisés en ajoutant 50 μL de NaH2PO4 200 mM pH 5,6 et un 

volume suffisant de NaOH 0,2 M (environ 400 μL) pour atteindre un pH 5 ‐ 6. Le 

volume exact rajouté est noté. Dans un deuxième tube, 200 μL de surnageant sont 

chauffés pendant 1 min à 100 °C, puis neutralisés en ajoutant 20 μL de NaH2PO4 

200 mM pH 5,6 et un volume suffisant de NaOH 0,2 M (environ 200 μL) pour 

atteindre un pH 7. Ce deuxième tube sert à la quantification du NAD(P). Le premier 
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tube permettra de doser les autres antioxydants cellulaires cités ci-dessus. Pour 

chaque échantillon, les deux tubes sont précautionneusement gardés dans la glace. 

2- Extraction alcaline 

Pour le dosage des formes réduites NADH et NADPH, une extraction alcaline 

est nécessaire. De la même manière que pour l'extraction acide, 100 mg de feuilles 

sont broyés au mortier dans l'azote liquide puis 1 mL de NaOH 0,2 M est ajouté. Le 

mélange est ensuite centrifugé 10 min à 14000g à 4°C. Deux cents μL de surnageant 

sont chauffés pendant 1 min à 100°C, puis neutralisés en ajoutant 20 μL de 

NaH2PO4 200 mM pH 5,6 et un volume suffisant de HCl 0,2 N (environ 150 μL) pour 

atteindre un pH 7. 

 

3- Dosage des chlorophylles 

Les chlorophylles extraites dans l’acide sont dégradées et libèrent leur atome de 

Mg pour former des phéophytines qui peuvent être quantifiées. Cinquante μL 

d’extrait non centrifugés sont mélangés à 1,2mL d’acétone 80% V/V. Les tubes sont 

mis à reposer pendant 2 h à 4°C à l'obscurité, puis centrifugés 10 min à 14000g. 

L’absorbance (DO) est ensuite lue à 666 et 655 nm. La concentration en 

phéophytines dans la cuve (en μg.mL‐1) est ensuite estimée par la formule suivante : 

(6,75 x DO666) + (26,03 x DO655), en tenant compte du facteur de dilution. 

La teneur en chlorophylles totales a également été déterminée à l’aide d’un 

chlorophylle-mètre (SPAD-502, KONIKA MINOLTA®) sur des feuilles individuelles 

matures de plantes. Pour chaque essai, 4 feuilles par plante et 10 plantes par 

écotype ont été échantillonnées. La mesure qui caractérise une feuille est en fait la 

moyenne de 4 mesures effectuées sur différentes parties de son limbe. Deux 

expériences indépendantes été réalisés par génotype, in fine, 160 mesures de 

chlorophylles par génotype (10 plantes x 4 feuilles x 2 mesures par feuilles x 2 

essais) sont disponibles. 

 



Matériels	&	Méthodes	
 

236 
 

4- Dosage des nucléotides à pyridine 

a) NAD+ et NADH 

Les formes « oxydée » et « réduite » sont séparées respectivement par 

extraction acide ou alcaline. Ces deux formes sont quantifiées par une réaction de 

recyclage en suivant la réduction du DCPIP (2,6‐dichlorophénol‐indophénol) à 600 

nm en présence d’alcool déshydrogénase (ADH, Sigma�Aldrich®) et d’éthanol 

(Figure 91). Sur une plaque de 96 puits, la première ligne est utilisée pour quatre 

points d'une gamme standard de NAD+ ou NADH, le reste pour le dosage des 

échantillons. Chaque échantillon ou standard est réalisé en triplicatas. Dans chaque 

puits, sont ajoutés dans cet ordre 100 μL de tampon HEPES 100 mM/EDTA 2 mM 

pH 7,5, 20 μL de DCPIP 1,2 mM, 10 μL de PMS (phénazine méthosulfate) 10 mM et 

10 μL d’ADH (25 U) dans un volume final de 200 μL. Le NAD+ ou NADP+ est ajouté à 

la gamme standard. Pour les échantillons à tester, 20 μL d'extrait et 25 μL d’eau 

bidistillée sont ajoutés. Après agitation de la plaque, la réaction est initiée par ajout 

de 15 μL d’éthanol absolu. Les mesures de NAD sont réalisées à 600 nm par le 

lecteur de microplaque Multiskan Spectrophotometer et le logiciel Multiskan Lab 

(Thermo Fisher Scientific). La quantification du NAD(H) est effectuée par référence à 

la gamme étalon. 

b) NADP+ et NADPH 

Un dosage par couplage enzymatique peut également être utilisé pour doser 

les formes réduites et oxydées du NADP. La réaction de recyclage se base sur la 

réduction du DCPIP à 600 nm en présence de deux unités de glucose‐6‐phosphate 

déshydrogénase (G6DPH, Roche Applied Science®) et de glucose‐6‐phosphate 

(G6P) (Figure 91). Sont mélangés 20 μL d’extrait à 100 μL de tampon HEPES 100 

mM/EDTA 2 mM pH 7,5, 20 μL de DCPIP 1,2 mM, 10 μL de PMS 20 mM dans un 

volume final de 200 μL. La réaction est amorcée par l’ajout de 10 μL de G6P 10 mM 

et suivie à 600 nm et 25°C pendant 5 min. La concentration en NADP(H) est calculée 

à partir de standards mesurés de la même façon. 

5- Dosage du glutathion 

Les formes réduite (GSH) et oxydée (GSSG) du glutathion sont dosées par 

une réaction de recyclage en suivant la réduction du DTNB (5,5’‐dithiobis‐2‐

nitrobenzoate ou réactif d’Ellman, Sigma‐Aldrich®) à 412 nm par le glutathion en 
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présence de glutathion réductase (GR, Roche Applied Science) et de NADPH 

(Queval & Noctor, 2007) (Figure 44). Dix μL d’extrait sont mélangés à du 

NaH2PO4 100 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, DTNB 0,6mM, NADPH 0,5mM dans un 

volume final de 200 μL. La réaction est initiée par l’ajout de 0,2 U de GR et suivie à 

412 nm et 25°C pendant 5 min. La concentration en glutathion est calculée à partir 

de standards de GSH. Le même dosage par couplage enzymatique permet de doser 

le GSSG sur 20 μL d’extrait. Sont d'abord incubés 200 μL d’extrait en présence de 2 

μL de 2‐vinylpyridine pendant 30 min à température ambiante, puis deux 

centrifugations successives sont effectuées pendant 15 min chacune à 14000g à 

4°C. Les standards de GSSG sont traités de la même manière que les extraits. 

 

B- Mesure des ions nitrates 

Cent mg de feuilles sont broyés dans l’azote liquide au broyeur à billes et 

extraits avec 1 mL d’HCl 100 mM en présence de PVP insoluble. Les extraits sont 

centrifugés 5 min à 10000g à 4°C. Les surnageants sont utilisés pour déterminer les 

contenus en nitrates et ammonium. Les nitrates sont dosés en utilisant le protocole 

décrit par (Cataldo et al., 1975). Dix µl d’échantillon sont ajoutés à 40 µL d’acide 

salicylique 5% (v/v) préparé dans de l’acide sulfurique concentré et incubés 20 min à 

37°C. La réaction est arrêtée par ajout de 950 µL de NaOH (2N) et après total 

refroidissement la DO est mesurée à 410 nm. La quantité d’ions nitrates est 

déterminée par rapport à une gamme étalon de 0 à 100 nm de KNO3. 

 

C- Mesure des ions ammonium 

A 50 µL de surnageant réactionnel ont été ajoutés successivement 0,5 mL de 

phénolate de sodium 0,33 M pH 13, 0,5 mL de nitroprussiate de sodium 0,1%, 0,5 

mL NaClO 0,2%. La réaction se déroule 40 min à température ambiante puis 

l’absorbance est mesurée contre le blanc constitué du mélange des réactifs sans 

échantillons. Le calcul de la teneur en ammonium s’effectue par comparaison à une 

gamme étalon variant de 0 à 100 nmoles de (NH4)SO4 d’après Gordon et al., (1978) .  
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D- Dosage du glucose 

Environ 10 0mg de feuilles sont prélevés et extraits avec 1 mL de HCl04 1 M et 

centrifugés 5 min 10000g à 4°C. A 500 µl de surnageant sont ajoutés 200 µL de 

tampon tris 0,5M pH7,5. Après ajustement du pH à 7 avec une solution de K2CO3 

5M, les échantillons sont centrifugés 5 min à 10000g à 4°C. Le surnageant sera 

utilisé pour le dosage des sucres et le culot sera conservé à -20°C pour le dosage de 

l’amidon. Les extractions sont réalisées en utilisant le kit saccharose/D-glucose/D-

fructose 0716260 (Roche, Boerhinger-Mannheim). L’oxydation du glucose permet la 

formation de NADPH obtenue après une cascade de réactions enzymatiques 

impliquant une hexokinase et une glucose-6 phosphate déshydrogénase et est 

quantifié par spectrophotométrie à 340 nm. La quantité de NADPH formée est 

proportionnelle à celle du sucre soluble dosé. Le glucose est dosé en utilisant une 

gamme de glucose de 0 à 100 nmoles.  

 

E- Dosage de l’amidon 

De la même manière, la teneur en amidon des échantillons foliaires est 

mesurée et exprimée en équivalent glucose. L’amidon est extrait des culots des 

extraits hydro-alcooliques puis hydrolysé par une amylase thermostable en maltose 

et D-glucose puis le maltose est hydrolysé en D-glucose par une -

amyloglucosidase. Le glucose formé par hydrolyse de l’amidon est mesuré de la 

même façon que précédemment en utilisant une gamme étalon de glucose. 

 

F- Dosage des acides aminés par technique HPLC 

La Plateforme Métabolisme‐Métabolome (PMM), présente sur le site de l'Institut 

de Biologie des Plantes à Orsay, dispose d'un appareillage polyvalent permettant 

des études métabolomiques variées. Caroline Mauve et Florence Guérard, 

ingénieurs d'études sur la PMM, ont participé à certaines étapes des analyses 

métabolomiques présentées dans ce travail de thèse. 

1- Extraction méthanolique des métabolites 

Environ 100 mg de feuilles sont broyés au mortier dans l’azote liquide. Après 

obtention d'une fine poudre, 1 mL de méthanol 80% et 1 mL d’acide α‐OPA β‐
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mercaptoéthanol acide aminé dérivé OPA ‐ acide aminé aminobutyrique (α‐ABA) 0,2 

mM sont ajoutés. L'α‐ABA constitue le premier étalon interne. Après mélange, le 

broyat est transféré dans un tube de 2 mL et clarifié par 15 min de centrifugation à 

14000g à 4°C. 1,5 mL de surnageant sont récupérés et 75 μL de ribitol 2 mM sont 

ajoutés (second étalon). Après une nouvelle centrifugation de 15 min à 14000g à 

4°C, le surnageant est aliquoté en 3 fois 0,2 mL et 1 fois 0,4 mL. Les différentes 

aliquotes sont séchées au speed‐vacuum toute une nuit. 

 

2- Quantification absolue des acides aminés en HPLC 

Pour faciliter la détection de petites molécules comme les acides aminés, les 

analytistes et biologistes ont développé des techniques chimiques basées sur la 

dérivation des métabolites à analyser suivie d'une séparation par chromatographie 

liquide haute performance (HPLC). La réaction des acides aminés avec l'O‐

phtaldialdéhyde (OPA) en présence de β‐mercaptoéthanol (Lindroth & Mopper, 

1979) produit un dérivé fluorophore OPA‐acide aminé (Figure 93) qui émet une 

fluorescence détectable par un fluorimètre en sortie de chromatographie (λem = 360 

nm, λex = 450 nm). 

 

Figure 93.Dérivation des acides aminés à l’O-phtaldialdéhyde (OPA). En 

présence de �-mercaptoéthanol les acides aminés traités à l’OPA produisent des 

dérivés fluorophores OPA – acides aminés détectable en fluorimétrie (em = 360 nm, 

ex = 450 nm). 
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a) Dérivatisation des échantillons 

L'OPA est préparé dans du méthanol (environ 15 mg d’OPA solubilisés dans 

200 μL de méthanol). Sont ensuite ajoutés 1,8 mL de tampon borate de sodium 0,5 

M, pH 9,5 et 40 μL de β‐mercaptoéthanol. Le mélange est alors filtré à l’aide d’une 

seringue luer‐lock 1mL et d'un microfiltre Minisart RC4 dans un vial (12 x 32 mm, 

Waters®). 

b) Conditions chromatographiques 

La phase mobile utilisée pour la séparation des acides aminés est composée 

de deux tampons d'élutions, tampon A : méthanol/acétate de sodium 50 mM, pH 5,9 

20/80 (V/V), 1 % de tétrahydrofurane (THF) (V/V) et tampon B : méthanol/acétate de 

sodium 50 mM, pH 5,9 80/20 (V/V). Une fois préparés, les tampons sont filtrés (filtres 

type GSWP 0,22μm pour solvant aqueux et GVHP 0,22 μm pour solvant organique, 

Millipore®) à l'aide d'une pompe à vide. La colonne utilisée est une colonne phase 

inverse C18 (Symmetry C18 3.5μm, 4.6 x 150mm, Waters®, Guyancourt, France) 

thermo-régulée à 40°C. L’HPLC utilisée est une Alliance® de chez Waters® (module 

de séparation 2695 et fluorimètre 2475). 

c) Préparation des solutions d’acides aminés standards 

Trois classes d'acides aminés se distinguent en fonction de leur concentration 

dans les tissus végétaux. La première classe traduit les composés les plus 

abondants dans les tissus végétaux et se compose de : Glu, Gln, Asp, Asn, Ala, Thr, 

Gly, Ser, α‐ABA. Les acides aminés d’abondance moyenne dans la matrice végétale 

comprennent : Val, Leu, Ile, Beta‐ Ala, hSer, Phe (deuxième classe). Les composés 

dont l’abondance est la plus faible sont : Met, g‐ABA, His, Lys, Tyr, Trp, Arg, O‐

AcSer, Orn. Trois gammes étalons correspondant aux trois classes d’acides aminés 

sont réalisées séparément. 

d) Préparation des échantillons 

Une aliquote de 0,2 mL issue de l'extraction méthanolique pour chaque 

échantillon est resuspendue dans 0,3 mL d'eau bidistillée, puis filtrée à l'aide d'une 

seringue de microinjection (Luer Lock, Phenomenex) de 1 mL terminée par un 

microfiltre Minisart RC4 (Sartorius Stedim Biotech). Le filtrat est transféré dans un 

vial (12 x 32 mm, Waters®). 
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e) Conditions d’injection des standards et échantillons 

L’injecteur prélève 10 μL de standard ou d’échantillon puis 10 μL d’OPA. 

Après une incubation de 2 minutes dans la boucle d’injection, l’injection démarre. La 

séparation des dérivés (40 °C, 0,8 mL.min‐1) s’effectue selon le gradient : 0‐1 min, 0 

% B ; 6‐11 min, 14 % B; 16‐20 min, 50 % B ; 32‐36 min, 100 % B et 37‐42 min, 0 % 

B. Le logiciel utilisé pour les analyses est Empower™ (Waters®). 

G- Profilage métabolique par technique GCMS 

1- Extraction méthanolique des métabolites 

L’extraction des métabolites préparatoire à l’analyse en GC-MS est commune 

à celle décrite ci‐dessus pour le dosage des acides aminés en HPLC. Ceci permet de 

travailler sur les mêmes extraits. 

 

2- Préparation du réactif de méthoxymation et du mélange d’alcanes  

La méthoxymation est une technique de dérivation qui empêche les 

échantillons de former des énols instables. Une solution de méthoxyamine (Sigma‐

Aldrich®) à 20 mg.mL‐1 est préparée dans de la pyridine (Sigma‐Aldrich®). La 

solution peut être conservée pendant deux semaines à température ambiante. Une 

solution d’alcanes est nécessaire pour le calcul des indices de rétention des 

composés qui sont élués en GC. Ils permettent une meilleure identification 

chromatographique par comparaison avec des bases de données. Les alcanes 

utilisés sont les suivants : décane, pentadécane, octadécane, nonadécane, 

docosane, octacosane, doxtriacontane et hexatriacontane (Fluka™). Un mélange 

d’alcanes à 7 mM pour le décane et 1,4 mM pour chaque autre alcane est préparé. 

 

a) Double dérivation des échantillons 

Deux dérivations successives sont réalisées sur les échantillons (Figure 94). 

La méthoxymation consiste à réduire le groupement carbonyl et éviter la formation de 

sucres sous forme cyclique. Cette réaction donne lieu à la formation de 

stéréoisomères (isomères trans (E) et cis (Z)). En silylation, les protons labiles sont 

remplacés par un groupe alkylsilyl tel que le triméthylsilyl, noté TMS. Cette technique 

permet ainsi d’abaisser la température d’ébullition en éliminant des groupes polaires 
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tels que COOH, OH, NH2, SH, etc. Les dérivés obtenus sont moins polaires donc 

plus volatiles, ce qui facilite leurs analyses en GC. Pour chaque échantillon (une 

aliquote de 0,2 mL), 50 μL de solution de méthoxyamine sont ajoutés. L'échantillon 

est vortexé puis incubé pendant 90 min à 30°C sous agitation. Quatre vingt μL de N‐

methy‐N‐(trimethylsilyl) trifluoroacetamide (MSTFA) (Sigma‐Aldrich®) sont ajoutés et 

laissés 30 min à 37 °C sous agitation constante. Une incubation de 2 h à 

température ambiante est ensuite réalisée. Moins de 20 min avant l’injection, 

l’échantillon est transféré dans un vial (12 x 32 mm, Agilent) contenant un insert (150 

μL, 5 x 28 mm, Agilent) auquel 10 μL de la solution d’alcanes sont ajoutés. 

 

 

Figure 94. Double dérivation 

des échantillons destinés au 

profilage métabolique en 

GCMS. On utilise le processus 

de sylilation qui remplace un 

hydrogène acide en groupement 

TMS (‐SI(CH3)3), rendant ainsi 

la molécule moins polaire et 

plus volatile. Les atomes 

d’hydrogène actifs sont présents 

dans de nombreux groupes 

fonctionnels : alcools, thiols, 

amines, amides, imines et acides carboxyliques avec pour ordre de réactivité : 

alcools > phénols > acides carboxyliques ~ amines > amides. Les aldéhydes et 

cétones existent en équilibre avec leur forme énol qui peut être dérivée par sylilation 

(TMS). Cela conduit à des dérivés instables et il est préférable d’utiliser la 

méthoxymation avant l’ajout d’agent de sylilation, de façon à convertir les énols en 

oxymes. E : configuration entgegen, opposée. Les groupes prioritaires sont du côté 

opposé l'un de l'autre par le plan formé par la double liaison. Z : configuration 

zusammen, ensemble. Les groupes prioritaires sont du même côté du plan formé par 

la double liaison. 
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b) Méthode GC-MS 

Un appareil Agilent 6890 est utilisé pour le passage automatique des 

échantillons. L'injection est réalisée sur 1 μL à l'aide d'une seringue de 10 μL. La 

colonne chromatographique utilisée pour la méthode GC est de type RTX5 (longueur 

40 m, diamètre 250 μm et épaisseur 0,25 μm). La température maximale utilisée est 

360 °C. Le gaz vecteur utilisé est l’hélium, à un débit de 0,7 mL.min‐1. La vitesse 

d’acquisition est de 20 Hz et la rampe de température se fait selon la méthode 

suivante : 2 min à 80 °C suivi d'une augmentation de 15 °C.min‐1 jusqu’à 330°C 

pendant 6 min. Le spectromètre de masse utilisé est un Pegasus® III (Leco®) qui 

permet un taux d’acquisition de 20 spectres par seconde. Les cartes de chaleur et 

analyses en composantes principales (PCA) sont réalisées avec le logiciel MeV, les 

tests statistiques avec le logiciel SigmaStats. 

 

H- Dosage des pools d’acide salicylique libre par technique HPLC 

1- Extraction 

Ce protocole correspond à celui présent dans la publication de (Simon et al., 

2010). Les échantillons de feuilles (entre 100 et 200 mg de matière fraîche) ont été 

congelés dans l’azote liquide et broyés à l’aide d’un broyeur à billes (1 min, 30 Hz). 

Une quantité connue d’acide salicylique marqué (SA*) au [14C] (1 nCi, 54 mCi mmole-

1, NEN) a ensuite été ajoutée à chaque échantillon afin d’évaluer le rendement 

d’extraction. La quantité de SA* ajoutée est inférieure au seuil de détection du SA en 

HPLC. L’échantillon a alors été extrait avec une solution de méthanol 90 % V/V (500 

μL pour 100 mg de matière fraîche) vortexé quelques secondes puis centrifugé 15 

min à 10000 g. Les surnageants ont été récupérés et conservés à température 

ambiante. Les culots ont été à nouveau extraits avec la même quantité de méthanol 

100 % pendant 15 min puis centrifugés 15 min à 10000 g. Les nouveaux 

surnageants ont été récupérés, additionnés aux premiers, séchés au speed-vacuum 

(environ 4 h) puis stockés dans un dessiccateur.  
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2- Dispositif expérimental 

Le système HPLC (chromatographie liquide à haute performance; Waters®- 

Alliance®) comporte un injecteur automatique (W717; Waters®), un système de 

pompage (W1525; Waters®), un détecteur UV à barrette de diodes (PDA; Photo 

Diode Array; Waters® 2996) et un détecteur de fluorescence à longueurs d’ondes 

multiples (W2475, Waters®). Le PDA permet d’acquérir un spectre d’absorption de 

l’échantillon entre λ = 200 nm et λ = 600 nm, toutes les deux secondes (acquisition 

en 3D de l’absorption en fonction de la longueur d’onde et du temps). Le détecteur 

de fluorescence permet de faire varier la longueur d’onde d’excitation entre λ = 200 

nm et λ = 890 nm ou d’émission entre λ = 210 nm et λ = 900 nm. 

 

3- Quantification des pools libres  

Chaque résidu sec est dissout dans 200μL d’un mélange acétate de sodium 

20 mM pH 5/acétonitrile (ACN, VWR, Fontenay sous Bois, France), 90/10 (V/V). 

Chaque échantillon est injecté (50 μL) dans un système HPLC Waters® system 

(1525 Binary HPLC pump, TCM Heater, 2475 Multi λ Fluorescence Detector, 2996 

Photodiode Array Detector, 717 Autosampler, Waters®, Guyancourt, France) de 

paramètres suivants : colonne C18 Nova‐Pak 4 μm (150 x 3.9 mm, Waters®, 

Guyancourt, France) ; gradient acétate de sodium 20 mM pH 5 (A) et ACN (B) : A, 

97% à 0 min, 97 % à 10 min, 20% à 20 min, 20% à 30 min, 97% à 32 min; détection 

par fluorimétrie (λem = 315 nm, λex = 405 nm). Les données sont analysées grâce au 

logiciel EmpowerTM Pro Software (Waters®). Le SA est quantifié par référence à une 

gamme de standards. 

 

4- Calcul du rendement de l’extraction par comptage radioactif 

Une aliquote des échantillons repris dans le tampon de charge est utilisé pour 

le comptage du SA marqué au [14C] (SA*). Pour 3000 cpm maximums attendus, 1,4 

mL de liquide scintillant sont ajoutés aux aliquotes précédentes. Le comptage 

radioactif est effectué dans un compteur à scintillation (type LS 6000IC, Beckman®). 

Chaque échantillon est analysé trois fois dix minutes, puis le rendement est obtenu 

par calcul de la moyenne des trois comptages. 
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5- Traitement et comparaison des données 

L’intégration des aires des pics des chromatogrammes obtenus, réalisée avec 

le logiciel EmpowerTM software system (Waters®), a été effectuée manuellement. 

Les aires des pics ont ensuite été corrigées par rapport au rendement d’extraction et 

rapportées à la masse de matière fraîche. La quantification absolue du SA a été 

réalisée à partir d’une gamme étalon obtenue avec un standard de SA.  

 

I- Dosage des glucosinolates par HPLC 

1- Méthode d’extraction 

Cent mg de feuilles ont été prélevés et directement congelés dans l’azote 

liquide. Après lyophilisation pendant 2 jours, les extraits sont broyés pendant 2 min. 

Un mL de méthanol 80% est ajouté dans chaque échantillon et broyé pendant 2 min 

à 30 Hz. Après 15 min d’incubation, les extraits sont centrifugés 10 min à 3500 rpm. 

Quatre fois 200µL de surnageant sont chargés sur colonne DEAE Séphadex 

préalablement reconstituée avec 1 mL d’eau pendant 3 h puis séchés sous vide et 

ajout de 0,5 mL de méthanol 80%. Les échantillons sont ensuite lavés avec 0,5 mL 

de méthanol 80% puis 2 x 1 mL d’eau et pour finir 0,5mL de tampon MES (0,02 M, 

pH 5,2). Puis 25 µL de sulfatase (Sigma�Aldrich®) sont ajoutés et laissés incubés 

durant la nuit. La sulfatase est préparée de façon suivante : 700 mg de sulfatase 

from Helix pomatia Type H-1 (10 000 U.g-1) sont mélangés avec 30 mL d’eau et 30 

mL d’éthanol absolu. Après centrifugation à 4000 rpm pendant 20 min, le surnageant 

est transféré dans une nouvelle bouteille, 90 mL d’éthanol absolu sont ajoutés puis 

une nouvelle centrifugation est appliquée. Le surnageant est alors écarté et le culot 

dissout dans 25 mL d’eau. 

2- Analyse 

Les glucosinolates désulfatés ont été analysés par HPLC d’après le protocole décrit 

par (Pfalz et al., 2007). Chaque échantillon a été injecté (25 μL) dans un système 

HPLC Dionex UltiMateTM 3000 Rapid Separation, équipé d’une colonne Hewlett 

Packard HP  LiChroCART® 250-4 100 RP-18 encapped (support de gel de silice en 

phase inversée C-18, taille de particules de 5 µm et colonne de 250 mm). L’élution a 

été réalisée suivant un gradient de solvant eau (solvant A) – acetonitrile (solvant B) 

programmé : 1,5 – 5% (v/v) B (6 min), 5 –7% B (2 min), 7 – 21% B (10 min), 21 – 
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29% B (5 min), 29 – 43% B (7 min), 43 – 92% B (0,5 min), 92% B (2,5 min), 92 – 

1,5% B (0.5 min), 1,5% B (4,5 min). Les glucosinolates ont été identifiés grâce à leur 

temps de rétention et à leur spectre UV. Ils ont été quantifiés à partir des aires des 

pics des chromatogrammes obtenus à 229 nm, après application d’un facteur de 

correction comme décrit par Brown et al., (2003). 

 

J- Dosage des hormones par LC-MS 

1- Extraction des échantillons 

250 mg de matière fraîche de feuilles sont broyés dans un mortier avec de 

l’azote liquide. Après évaporation de l’azote, 1 mL de méthanol/H2O (80/20) sont 

ajoutés et le broyage est poursuivi. Dans un tube de 2 mL, le broyat est transvasé et 

les échantillons centrifugés pendant 15 min à 14000 rpm à 4°C. Les surnageants 

sont récupérés dans un nouveau tube et le culot est redissout dans 1 mL de 

méthanol/H2O (80/20) à l’aide d’un thermomixeur à 10°C, à 2 000 rpm pendant 10 

min. Puis, les échantillons sont centrifugés 15 min, à 14 000 rpm et à 4°C. Les deux 

surnageants sont alors rassemblés et 2 aliquotes de 1 mL sont constituées. Les 

échantillons sont filtrés sur des filtres seringues (0,20 µm, PTFE millipore) puis 

séchés au speed-vacuum. 

 

2- Purification des échantillons par SPE (« sample preparation ») 

Les cartouches SPE (Strata™ X-C de chez Phenomenex®) sont 

conditionnées avec 1 mL de méthanol puis équilibrées avec 1 mL d’H2O acidifié à 

0,1% d’acide formique. Les échantillons sont dissouts avec 1 mL de tampon 

phosphate à 10 mmol.L-1 acidifié avec 0,1% d’acide formique. Les échantillons sont 

ensuite chargés sur les cartouches et les cartouches lavées avec 1 mL d’H2O acidifié 

à 2% d’acide formique. Ces fractions sont récupérées dans des tubes de 2 mL. 

Après 4 élutions avec 0,5 mL d’une solution à 5% de NH4OH dans du méthanol, les 

différentes fractions sont récupérées dans un tube de 15 mL. Puis, ces fractions sont 

séchées au speed-vacuum. 
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3- Préparation des échantillons pour le couplage LC-MS  

Les fractions brutes et les SPE sont dissoutes avec 100 µL d’H2O, et 

transférées dans les vials. Les paramètres de la LC-MS (UPLC Acquity, Waters®) 

sont les suivants. La colonne utilisée est Kinetex® 1,7 µm XB-C18 100 Å 100 x 2,1 

mm. Les tampons utilisés sont tampon A H2O 0,1 % acide formique, tampon B 

acétonitrile 0,1 % acide formique. Une boucle de 5 µL, avec un débit de 0,4 mL.min-1 

est utilisée. Le gradient utilisé est le suivant à t =0 min 1% de tampon B, à t = 2 min 

45% de B, de t= 2 min à t = 3 min un pallier avec 45% de B, à t = 4 min 100% de B, 

un second palier jusqu’à t = 5min (rinçage de la colonne), à t = 7 min 1% de B 

(préparation de la colonne pour l’injection suivante) et enfin un dernier pallier jusqu’à 

t = 9 min (rééquilibration de la colonne). Les paramètres du spectromètre de masse 

(MicrOTOF II, Bruker) sont les suiants. Les paramètres de la source sont les 

suivants : utilisation d’azote gazeux à une pression de 4 bars au niveau du 

nébuliseur (nebulizer) et d’un débit de 8,5 L.min-1 au niveau du gaz de séchage (dry 

gas). La température de séchage est réglée à 195°C. Le paramètre « End plate 

offset » est de -500 V. Le paramètre « Capillary » est -4 500 V en mode positif et 

+3 700 V en mode négatif. Les paramètres de la ligne de transfert des ions ont été 

optimisés pour la gamme de masse 50-800 m/z, que ce soit pour le mode positif ou 

négatif. 

 

K- Analyses par couplage EA‐IRMS 

L'EA‐IRMS se compose d'un analyseur élémentaire (EA) couplé à un 

spectromètre de masse à ratio isotopique (IRMS) (type NA1500, Carlo Erba, GV 

Instruments, UK). L'analyseur élémentaire (EA) permet de séparer l'azote et le CO2 

gazeux issus des échantillons après combustion, réduction puis passage dans une 

colonne de chromatographie gazeuse. Le spectromètre de masse à ratio isotopique 

(IRMS) est un instrument destiné à séparer les ions et les molécules chargés d'un 

échantillon suivant leur masse. Les gaz séparés sortent de l'EA, entrent dans l'IRMS 

où les isotopes sont ionisés puis séparés dans un champ magnétique. Les isotopes 

sont détectés séparément et le niveau de 15N est déterminé suivant leur ratio. La 

calibration du système se fait en utilisant des standards dont on connait à la fois la 

quantité d'azote total (pourcentage d'azote, noté % N) et la quantité de 15N, ici 

l'atropine (Sigma�Aldrich®). Le spectromètre de masse permet une mesure relative 
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de l’abondance isotopique de l’échantillon étudié par rapport à un échantillon étalon. 

On utilise alors une unité relative d’expression de la composition isotopique, notée δ 
15N (‰) et correspondant à la variation 14N/15N. La précision de la mesure est de ± 

0,1 ‰. L'appareillage se constitue d’un spectromètre de masse Optima (Micromass) 

couplé à un analyseur élémentaire Flash‐EA (Thermo Fisher Scientific). Ces 

analyses ont été réalisées par Marlène Lamothe de la Plateforme Métabolisme 

Métabolome (PMM). Les échantillons solides de feuilles ou racines sont pesés de 

manière à obtenir suffisamment de matière détectable par l'IRMS, c'est‐à‐dire 

environ 2 mg. Ces valeurs à peser sont déterminées suivant le % N dans l’échantillon 

par référence à un standard utilisé pour calibrer l'appareil, ici l'atropine. Cette 

dernière est calibrée par rapport à l’acide glutamique certifié IAEA (International 

Atomic Energy Agency). Les échantillons sont disposés individuellement dans des 

nacelles en étain souples qui sont ensuite délicatement pliées et introduites dans le 

passeur automatique de l'EA. Chaque échantillon passe individuellement à travers le 

tube de combustion de l’analyseur et les gouttes d’étain restent emprisonnées dans 

une allonge située à l’extrémité supérieure du tube. Tous les trois échantillons, un 

passage de standards est couplé afin de corriger d'éventuelles dérives du signal 

isotopique au cours de l’analyse. Les paramètres de la source sont fixés avec une 

intensité d’ionisation de 600 μA et une pression interne de 4,5 à 10,6 mbars dans la 

chambre d'ionisation. 

VII. Approches physiologiques 

A- Stress biotiques 

1- Bactérie 

a)  Cultures des bactéries Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) 

La culture des bactéries est réalisée en conditions stériles par étalement d’un 

peu de stock glycérolé sur milieu solide LB agar sélectif contenant 50 μg.mL‐1 de 

rifampicine et 25 μg.mL‐1 de kanamycine. Cette culture est réalisée deux jours dans 

une étuve à 30°C. Une colonie isolée est ensuite repiquée dans un erlenmeyer 

contenant 50 mL de milieu LB liquide supplémenté à 50 μg.mL‐1 de rifampicine et 25 

μg.mL‐1 de kanamycine et incubée pendant une nuit à 30°C sous agitation (150 

rotations par minute [rpm]). Le jour de l'inoculation, les bactéries sont sédimentées 
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une première fois par centrifugation (10 min à 3000g) dans un tube stérile de 50 mL. 

Le culot bactérien obtenu est lavé dans environ 50 mL de MgCl2 10 mM. Les 

bactéries sont sédimentées une deuxième fois par centrifugation. Le deuxième culot 

est alors resuspendu dans un faible volume de MgCl2. La concentration en bactéries 

dans la suspension est évaluée par mesure de la densité optique à 600 nm, puis 

ajustée par ajout de MgCl2 10 mM, sachant que 1 unité DO à 600 nm correspond à 

0,0001 unités formant des colonies (cfu) par mL de suspension. 

b) Inoculations de Pseudomonas syringae pv. tomato 

Les plantes ont été inoculées par infiltration de suspensions de Pst ou Pst-

AvrRpm1 à 107 cfu.mL-1 pour toutes les analyses métaboliques, cytologiques et de 

suivi de la transcription de gènes. Pour les tests de résistance, l’infiltration des 

plantes a été effectuée avec des suspensions de Pst et de Pst-AvrRpm1 diluées à 

105 cfu.mL-1. D’autres tests de résistance ont été réalisés par pulvérisation des 

feuilles avec une suspension de Pst préparée à 108 cfu/mL-1. Dans tous les cas, le 

traitement témoin correspond à un traitement avec une solution stérile de MgCl2 à 10 

mM (solvant de dilution des bactéries).  

c) Tests de résistances des plantes vis-à-vis de Pst et Pst-AvrRpm1  

1) Test de résistance par infiltration des souches bactériennes  

Les inoculations de Pst et Pst�AvrRpm1 ont été réalisées sur des plantes 

d'Arabidopsis thaliana âgées de 6 semaines (stade rosette) cultivées en chambre de 

culture jours courts (photopériode de 8 h de lumière, sous intensité lumineuse de 200 

μmoles de photons.m‐2.s‐1). Un jour avant l'inoculation, les plantes sont placées sous 

humidité saturante à l'aide d'une mini serre de sorte que les stomates soient bien 

ouverts le jour des inoculations. L'inoculation est réalisée en milieu de matinée, à 

l'aide d'une seringue de 1 mL sans aiguille en infiltrant la face abaxiale avec une 

suspension bactérienne à 105 cfu.mL‐1. Les feuilles inoculées sont repérées avec un 

trait fin de feutre sur leur pétiole. Cinq plantes par génotype sont inoculées sur 3 à 5 

feuilles. Les plantes sont ensuite replacées sous humidité saturante dans des mini 

serres en chambre de culture jours courts pour 24 h puis la mini serre est retirée. 

Les plantes ont été prélevées à différents temps (heures) après inoculation. . 

Pour chaque temps, cinq échantillons ont été générés. Pour chaque échantillon, 6 

disques foliaires de 0,5 cm de diamètre chacun par plante ont été prélevés sur 3 
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plantes (2 disques par plante). Les disques ont été placés dans des tubes contenant 

une bille en métal (de 0,5 cm de diamètre) et 400 μL d’eau stérile, puis broyés à 

l’aide d’un broyeur à billes (1 min à 20 Hz). Des dilutions sériées du broyat ont été 

réalisées de dix en dix puis, six fois 10 μL de chaque dilution ont été étalés 

indépendamment sur du milieu LB agar, additionné de rifampicine et de kanamycine 

(à 50 et 25 μg.mL-1 respectivement). Après incubation 48 h à 30°C, les colonies ont 

été dénombrées à la dilution appropriée (Katagiri et al., 2002).  

 Un contrôle de la croissance des bactéries est réalisé par étalement de 100 

μL de suspension bactérienne ajustée à 103 cfu.mL‐1 sur milieu LB solide avec 

rifampicine (à 50 μg.mL‐1) et kanamycine (à 25 μg.mL‐1). Deux à trois jours après 

étalement, le nombre de colonies est compté afin de s'assurer que les bactéries 

infiltrées sont aptes à se développer et la suspension préparée à une concentration 

bactérienne adéquate.  

2) Test de résistance par pulvérisation des bactéries Pst  

Similairement à la préparation des bactéries infiltrées, les bactéries 

pulvérisées sont préparées dans du MgCl2 10 mM stérile mais sont pulvérisées à 

l’aide d’un pulvérisateur à une concentration bactérienne correspondant 108 cfu/mL 

en présence d’un surfactant, le Silwett-L77 à 0,02%. Les plantes sont pulvérisées par 

lot, avec une plante de chaque génotype par lot. Un volume adéquat (environ 6 mL 

pour 4 à 5 plantes) de suspension bactérienne est réparti par pulvérisation de 

gouttelettes fines à la face supérieure des feuilles de l’ensemble des rosettes du lot 

de plantes. Les plantes sont ensuite replacées dans les mêmes conditions de culture 

mais ne sont pas recouvertes de la mini serre. Pour l’observation des stomates et la 

quantification de leur degré d’ouverture, les plantes ont été pulvérisées de la même 

façon, en début de photopériode, et les stomates présents au niveau de la face 

supérieure de l’épiderme observés en microscopie optique 2 h après inoculation. Les 

plantes témoins correspondent à des plantes pulvérisées avec du MgCl2 10 mM 

additionné de Silwett-L77 à 0,02%.   
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d) Inoculation et échantillonnage pour les analyses métabolomiques et 

transcriptomiques 

 Pour les analyses métabolomiques et transcriptomiques, les bactéries sont 

infiltrées à une concentration de 107 cfu.mL-1 suivant le protocole décrit 

précédemment. En parallèle, des plantes témoins sont infiltrées de la même façon, 

avec une solution de MgCl2 à 10 mM stérile. Pour les analyses transcriptomiques, 

une feuille est prélevée par génotype par temps et par condition directement 

congelée dans l’azote liquide puis conservée à -80°C. L’expérience est réalisée sur 

au minimum trois réplicatats biologiques. En ce qui concerne les analyses des anti-

oxydants et les dosages d’acide salicylique, environ 100 à 150 mg de feuilles sont 

prélevés par temps et par condition puis également immédiatement congelés dans 

l’azote liquide et conservés à -80°C jusqu’à utilisation. 

2- Champignon 

 Les spores de Botrytis cinerea sont récoltées par ratissage de la culture 

fongique dans du milieu PDB dilué au ½ (Potato Dextrose Broth) puis filtration de 

cette solution. Après comptage à l’aide d’une cellule de Thoma la concentration de la 

suspension est ajustée à 5.104 spores.mL-1. Les inoculations sont réalisées par le 

dépôt de 2 gouttes de 5 µL de spores de part et d’autre de la nervure centrale de 

feuilles bien développées. Trois à 4 feuilles de chaque plante sont inoculées ainsi. 

Les plantes sont placées en conditions de jours courts, sous humidité saturante. 

L’évolution des nécroses est analysée par mesure du diamètre moyen de chaque 

lésion (moyenne sur la mesure de 2 diamètres perpendiculaires).   

3- Pucerons 

a) Myzus persicae 

Myzus persicae (Sulzer) ou puceron vert du pêcher appartient à l’ordre des 

hémiptères et la famille des aphides. Aphide généraliste, autrement dit, polyphage 

sur de nombreuses espèces végétales. Il pénètre entre les cellules végétales grâce à 

son mince stylet jusqu’au phloème où il puise des nutriments sans provoquer de 

dégâts majeurs à la plante (Louis et al., 2012). Cet insecte a été manipulé au 

laboratoire d’Ecologie systématique et évolution (ESE, Université Paris Sud, Orsay), 

dans le cadre d’une collaboration avec Dr. Marina Pfalz et Dr. Jüergen Kroymann. 
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b) Tests pucerons 

Une culture de pucerons appelée « origine » a été réalisée environ 7 jours 

avant le début de la manipulation, le but étant de pouvoir inoculer les plantes avec 

des pucerons du même âge. Vingt plantes par génotype testé, âgées de 4 semaines, 

ont été inoculées. Chaque plante a reçu six pucerons « origine ». Les pucerons 

« origine » ont été prélevés sur leur plante de culture, délicatement à l’aide d’un 

pinceau et déplacés sur les feuilles de chaque plante testée. La plante ainsi inoculée 

a été ensachée individuellement afin que les pucerons restent en place. Neuf jours 

après inoculation, les pucerons étant capables de se reproduire de façon asexuée, le 

nombre de nouveaux pucerons a été dénombré. Pour cela, les rosettes de chaque 

plante ont été sectionnées au ras de la terre, puis chaque feuille a été prélevée à 

l’aide d’un scalpel et d’une pince pour simplifier le comptage des pucerons à la 

loupe. Le nombre moyen de pucerons par plante a ensuite été calculé. Le comptage 

a été réalisé sur trois séries de plantes indépendantes contenant chacune 15 plantes 

par génotype. 

 

c)  Echantillonnage 

Pour les analyses transcriptomiques, une feuille est prélevée par génotype par 

temps et par condition directement congelée dans l’azote liquide puis conservée à -

80°C. L’expérience est réalisée sur au minimum trois réplicatats biologiques. En ce 

qui concerne les analyses des antioxydants et les dosages de glucosinolates, 

environ 100 mg de feuilles sont prélevés par temps et par condition puis également 

immédiatement congelés dans l’azote liquide et conservés à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

B- Stress abiotiques 

1-  Stress nitrates : Tests de germination in vitro 

 Les tests de germination sont réalisés soit sur un milieu quart-Hoagland’s (5 

mM d’azote) soit sur un milieu quart-Hoagland appauvri en nitrates (0.2 mM d’azote) 

(Hoagland, 1920). La composition du milieu Quart Hoagland est donnée par le 

tableau suivant ci-après. 



Matériels	&	Méthodes	
 

253 
 

Cinquante graines par génotype ont été semées sur chacun des milieux. Le 

suivi de la germination est réalisé sous loupe binoculaire. La germination est 

considérée comme réalisée, lorsqu’il y a eu protrusion radiculaire. 

 

Tableau 2. Composition du milieu quart-Hoagland  

 

 

2- Forte lumière, forte température 

Les plantes de 7 semaines ont été laissées 1 semaine à 37°C, sous intensité 

lumineuse 350 µmol.m².s-1 sous photopériode 8h de lumière 16 h d’obscurité. 

L’irrigation constante a été maintenue durant cette semaine. 

3- Stress hydrique 

a) Mise en place du stress hydrique 

 Un stress hydrique a été appliqué sur l’ensemble des génotypes six ou sept 

semaines après semis. La cinétique se compose de 4 points. J-0 début du stress 

hydrique, J+6, J+9 et J+12. Des plantes témoins de chacun des génotypes, 

hydratées ont également été utilisés lors de cette cinétique 

b) Mesure de la teneur en eau des plantes 

 Les biomasses fraîches et sèches ainsi que la teneur en eau (exprimée par 

rapport à la masse de matière fraîche des rosettes) ont été déterminées sur des 

plantes n’ayant servi à aucune autre mesure. La teneur en eau des rosettes de 6 
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plantes témoins et de 6 plantes stressées a été déterminée depuis la sixième 

semaine (t=0) pendant les 12 jours de contrainte hydrique (4 points de mesure au 

total : t=0, J+6, J+ 9, J+12).  Pour chaque expérience, 12 rosettes par génotype ont 

été sacrifiées. Les plantes ont toutes été sacrifiées en milieu de photopériode. 

c) Mesure du contenu relatif en eau des plantes 

 Les biomasses fraîches et sèches ainsi que le contenu relatif en eau (Relative 

Water Content = RWC) des rosettes de 6 plantes témoins et de 6 plantes stressées 

ont été déterminées depuis la sixième semaine (t=0) pendant les 12 jours de 

contrainte hydrique (4 points de mesure au total : t=0, J+6, J+ 9, J+12). Douze  

plantes ont par génotype donc été sacrifiées le matin, toujours à la même heure, à 

chaque date de mesure. Le poids frais a été mesuré directement après prélèvement. 

Le poids sec a été mesuré 3 jours après passage de la rosette à 50°C. Le poids 

hydraté a été mesuré 1 jour après hydratation. 

d) Mesure du potentiel hydrique 

 Quatre feuilles par plante environ sont prélevées, piquées à l’aide d’une 

épingle d’entomologiste (environ 140 trous par feuille) et déposées dans le récipient 

du WP4. Les mesures sont réalisées à 25°C à l’aide d’un WP4-T Dewpoint 

Potentiometer (Decagon devices, USA) jusqu'à stabilisation. Les micro-piqûres 

permettent une stabilisation plus rapide des mesures. L’acquisition des mesures se 

fait pendant 45 min et la valeur de stabilisation correspond à la mesure du potentiel 

hydrique foliaire de l’échantillon. Les valeurs données par le Dewpoint hygrometer 

sont très proches de celles obtenues sur feuilles entières en utilisant HPFM (high 

pressure flow meter) chez le tabac (Nardini et al., 2008). Ceci suggère que cette 

technique offre des valeurs fiables de potentiel hydrique foliaire même si elle est 

appliquée sur des feuilles indépendantes isolées. 

e) Contenu relatif en eau des pots 

 L’humidité relative du substrat et la masse de 5 pots témoins et de 5 pots 

stressés ont été déterminées tout au long du stress]. Lors de la cinétique de 

déshydratation, les mesures ont été effectuées le matin, à la même heure, sur les 

mêmes pots. Les pots identifiés pour ces mesures n’ont servi à aucune autre 

mesure. 
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C- Analyses des échanges gazeux 

L'analyse des échanges gazeux donne accès à certaines mesures 

physiologiques comme les paramètres photosynthétiques et respiratoires. Nous 

avons utilisé un système dit ouvert, adapté à la taille des feuilles d'Arabidopsis 

thaliana. Il permet le renouvellement perpétuel de l’air disponible au niveau de la 

feuille. L'appareillage est constitué d'un appareil LI‐6400 XT (LI‐COR®, Lincoln, 

USA) possédant deux analyseurs IRGA (Infra Red Gaz Analyser) qui mesurent en 

permanence la fraction molaire en CO2 dans le canal de référence (air entrant) et le 

canal de mesure (air sortant) de la chambre de mesure. Celle‐ci est composée d'une 

pince hermétique clipable. Cet appareillage est complété par un système de 

décarboxylation de l'air à l'aide de chaux sodée présent sur le LI‐COR et d'un 

régulateur d'humidité dew point generator LI‐610 (LI‐COR®, Lincoln, USA). La 

procédure expérimentale consiste à piéger à l'obscurité une feuille intacte dans la 

chambre refermée hermétiquement à l’aide de térostat (Teroson, Suresnes, France). 

L’air est tout d'abord entièrement décarboxylé par de la chaux sodée, jusqu’à 

stabilisation du signal enregistré par l'analyseur IRGA (environ 30 min). La chaux 

sodée est ensuite court-circuitée et un gaz de concentration en CO2 connue est 

appliqué à la feuille (fraction molaire en CO2 de 400 μmol.mol‐1 (ppm) et 21 % d’O2). 

La source lumineuse (LED bleues et rouges) est ensuite allumée (300 μmoles de 

photons.m‐2.s‐1) puis après 15 min de stabilisation, les mesures de photosynthèse 

sont effectuées sous une température foliaire de 25°C et une humidité de 60%. 

L’entrée de vapeur d’eau est monitorée par le dew point generator Li‐610. Après 

deux heures d’éclairement, la source lumineuse est éteinte et les mesures de 

respiration à l’obscurité sont effectuées. La mesure des échanges gazeux peut être 

effectuée en faisant varier différents paramètres expérimentaux (fraction molaire en 

CO2, intensité lumineuse, température foliaire, etc.). Deux courbes de mesures ont 

été établies : la courbe A(PAR), c'est‐à‐dire la photosynthèse nette (A) en fonction de 

l’intensité lumineuse (Photosynthetic Active Radiation, PAR) et la courbe A(Ci), qui 

représente A en fonction de la fraction molaire en CO2 (Ci). La quantité de gaz 

échangée entre la feuille et l'air est mesurée en comparant la concentration en CO2 

pré‐ et post‐opératoire. L'assimilation photosynthétique nette (A) est calculée selon le 

bilan de masse suivant : A = [(CO2R – CO2S)/V.S ].D où CO2R est la fraction molaire 

en CO2 dans le canal de référence entrant (c'est à dire l'air entrant), CO2S la fraction 
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molaire en CO2 du canal de référence sortant (air sortant), V le volume molaire 

(L.mol‐1) de l'air à température et pression considérées, S (m²) la surface de la feuille 

et D (L.s‐1) le débit de l’air entrant dans la chambre. 

VIII. Mesure d’influx : marquage au 15N 

Après 28 jours de croissance en milieu hydroponique, des mesures d’influx 

ont été réalisées sur l’ensemble des lignées afin de déterminer la vitesse 

d’absorption du nitrate par les racines. Chaque partie racinaire des plantes est rincée 

dans une solution de CaSO4 à 0.1mM pendant 1 minute puis trempée dans une 

solution marquée à 98% de 15NO3
- (K15NO3 + Ca(15NO3)2 en proportion 4/5-1/5) 

d’une concentration de 0,2 mM ou de 5 mM pendant 5 min. Ces deux types de 

concentration de 15NO3
- sont utilisés au laboratoire pour étudier respectivement la 

vitesse d’absorption du nitrate par les transporteurs à forte et à faible affinité 

(respectivement HATs pour « high affinity transporters » et LATs pour « low affinity 

transporters »). Puis les racines sont rincées de nouveau dans une solution de 

CaSO4 à 0,1 mM pendant 1 min. Les parties aériennes et racinaires sont séparées 

avant d’être séchées et pesées et congelées dans de l’azote liquide. Les échantillons 

racinaires sont ensuite broyés dans de l’azote liquide à l’aide d’un mortier et pilon. La 

poudre obtenue est placée dans une étuve à 60°C pendant trois jours afin d’obtenir 

la matière sèche. Deux ng de matière sèche de racines sont pesés dans une nacelle 

en étain et analysés en EA-IRMS à l’INRA de Versailles afin de déterminer la teneur 

en azote total des échantillons ainsi que leur abondance isotopique. La vitesse 

d’absorption du nitrate est déterminée par la formule suivante : 

Uptake (µmol N/h/gMS) = ((% N x 106) / (100 x 14)) x (E% échantillon racinaitre / E% source) x 12 

%N en g N pour 100 g MS 

E% échantillon : excès isotopique de l’échantillon = Abondance isotopique – 

abondance naturelle (déterminée sur 6 échantillons non marqués, elle vaut, 

0,3715%) 

E% source : enrichissement de la source (solution de marquage) = 98% 15N dans la 

solution (l’abondance naturelle est négligée). 
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IX. Techniques d’Imagerie 

A- Observations en fond clair ou contraste interférentiel 

A l’aide d’un microscope photonique droit (Axioskop ZEISS) associé à une 

caméra numérique refroidie (SPOT RT Slider, Diagnostic Instrument) et son logiciel 

de pilotage et acquisition (SPOT du même constructeur), des images des stomates 

sur les différentes lignées (Ctrl, mAO1 et 35S ::AO1) ont été réalisées. Trente images 

de différentes zones de feuilles de cinq plantes par lignée ont été réalisées. L’aire 

des ostioles a été mesurée à l’aide du logiciel ImageJ (National Health Care, USA). 

B- Microscopie confocale à balayage laser 

Afin d’étudier la densité stomatique et l’ouverture des stomates, des 

acquisitions ont été réalisées avec un microscope confocal inversé équipé d’un laser 

à lumière blanche pulsée (TCS SP8, Leica) sur la plateforme IMAGIF (CNRS, Gif sur 

Yvette, France). Une surface de 0,5cm² de feuilles a été découpée et placée entre 

lame et lamelle (face inférieure contre la lamelle). Les acquisitions ont été réalisées 

avec les paramètres suivants : objectif 40X (ou dit x40), une résolution (X ;Y) 

512*512 et 200Hz, photomultiplicateurs activés pour une fenêtre de récupération 

480nm- 600nm pour le canal vert et pour le canal rouge une fenêtre de récupération 

de 690nm- 770nm. Afin d’observer les cellules épidermiques, dans le but de calculer 

l’index stomatique, d’autres acquisitions ont été réalisées en activant/utilisant le 

photomultiplicateur de lumière transmise avec un gain de 400. L’index stomatique se 

calcule selon la formule suivante : 100 x nombre de stomates / (nombre de stomates 

+ nombre de cellules épidermiques). 

X. Analyse du niveau de ploïdie par cytométrie en flux 

Afin de vérifier la ploïdie des différentes lignées, une analyse en cytométrie de 

flux (analyseur de ploïdie) a été réalisée en collaboration avec la plateforme IMAGIF, 

CNRS, Gif sur Yvette. Ces analyses ont été réalisées avec l’aide de Mick Bourge et 

avec l’appareillage PARTEC CyFlow SL 532 nm. Ce CyFlow SL3 (Partec) est équipé 

d’un laser diode 532 nm 100 mW Forward- et Side-scatter, deux canaux de 

fluorescence et permet une mesure absolue de volume. Les analyses ont été 

réalisées sur 5 plantes de chacune des lignées (1 lignée sauvage et 2 lignées 

mutantes).  
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XI. Paramètres de croissance 

A- Cinétique de développement 

Une cinétique de développement des plantes a été réalisée. Pour cela, une 

fois par semaine les plantes de chacune des lignées ont été mesurées, pesées et 

photographiées. Un échantillonnage a également été réalisé durant cette cinétique 

afin de mesurer les niveaux des pools de NAD. 

 

B- Détermination du ratio partie aérienne / partie racinaire 

Grâce aux plantes cultivées en hydroponie, le ratio partie aérienne (mg) / 

partie racinaire (mg) a pu être déterminé. Pour cela, les parties racinaires ont été 

séparées des parties aériennes sur 10 plantes âgées de 6 semaines par génotype. 

C- Détermination MF/MS 

Le ratio masse fraîche (mg) / masse sèche (mg) a été réalisé en prélevant la 

totalité de la plante. Chaque plante a directement été pesée puis mise à l’étuve à 

60°C durant 3 jours et repesée à nouveau afin d’obtenir la matière sèche (mg). Ce 

ratio a également été mesuré pour 30 plantes de 6 semaines par génotype. Cette 

expérience a également été réalisée sur des disques foliaires prélevés à l’aide d’un 

emporte-pièce (diamètre 0,8 cm) sur des plantes âgées de 6 semaines, ceci afin de 

déterminer le ratio masse fraîche / masse sèche surfacique. 

 

D- Quantification du nombre de siliques 

Après 60 jours de culture en conditions jours longs (photopériode 16 h de 

lumière / 8 h d’obscurité), le nombre de siliques a été quantifié sur l’ensemble des 

lignées sur 100 plantes par génotype. 

E- Remplissage des siliques 

Les siliques commençant à jaunir sont prélevées et conservées dans du 

fixateur acide acétique / éthanol 100% (3 :1, v/v). Les siliques sont ensuite 

décolorées à l’éthanol 70% pendant 2 h, puis immerger à l’obscurité dans une 

solution de 50 mL préalablement préparée contenant 8 g de chloral hydrate 1 mL 
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d’eau et 2 mL de glycérol 50%. Dix siliques par plante sur trois plantes de chaque 

génotype ont été observées à la loupe (loupe binoculaire SVII ZEISS).  

 

F- Quantification du rendement en graines 

Afin de déterminer le rendement en graines des différentes lignées. Trois fois 

500 graines de chaque lignée ont été pesées afin de déterminer le poids des graines. 

L’ensemble des graines a été récolté et pesé. Connaissant le poids de 500 graines 

pour chacun des génotypes, le rendement en graines a été déterminé. La 

quantification du nombre de graines par plante a été réalisée sur 60 plantes par 

génotype. 

 

XII. Analyses in silico 

L'avènement de l'outil bioinformatique permet une souplesse et une efficacité 

surprenante dans le traitement des données. Différents sites internet ou programmes 

informatiques ont été utilisés durant ce travail de thèse. 

A- Les sites de bases de données génomiques et protéomiques 

Différents sites de bases de données génomiques, d'outils de cartographie, de 

catalogues de banque de mutants ont été consultés pendant la réalisation de ce 

travail de thèse. Le site des ressources d’informations sur Arabidopsis (TAIR) 

dispose d’une base de données de génétique et de biologie moléculaire de la plante 

modèle Arabidopsis thaliana (http://www.arabidopsisthaliana.org/). Un site équivalent 

munichois de ressources génomiques dédiées à Arabidopsis thaliana est également 

disponible à l’adresse (http://mips.helmholtz‐muenchen.de/plant/athal/ (Munich 

Information Center for Protein Sequence, MIPS). Le site T‐DNA express du Salk 

Institute Genomic Analysis Laboratory permet de visualiser la position des gènes, 

des insertions ADN‐T et des ADNc disponibles auprès de la communauté scientifique 

(http://signal.salk.edu/cgi‐bin/tdnaexpress). Un autre site de bases de données 

intégratives sur le génome d’Arabidopsis thaliana est disponible en France sur le site 

internet http://urgv.evry.inra.fr/projects/FLAGdb++/HTML/index.shtml. Les catalogues 

de ressources génétiques qui permettent en particulier de commander des lignées 

mutantes d’Arabidopsis thaliana sont disponibles sur le site du European Arabidopsis 
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Stock Center (NASC, http://arabidopsis thaliana.info/) et du Arabidopsis Biological 

Ressource Center aux Etats‐Unis (ABRC, http://abrc.osu.edu/). 

 

B-  Genevestigator 

Le site internet Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch) fournit 

des profils d’expression d’après des bases de données d’expression génique, pour 

des gènes d'intérêt chez plusieurs espèces, notamment en fonction des différents 

organes, du stade de développement, en réponse à des stimuli ou chez des mutants 

(Zimmermann et al., 2004). 

 

C- MeV 

La force d'un logiciel comme MeV (Multiexperiment Viewer) réside dans son 

interface souple couplée à un large choix d'outils statistiques (classification 

hiérarchique, analyse en composantes principales, carte de chaleur, etc.). Des 

données diverses et variées peuvent être analysées par MeV (microarray, profilages 

métaboliques, polymorphismes, exons, etc.). Ce logiciel est téléchargeable à 

l'adresse http://www.tm4.org/mev/. 

 

D- Brenda 

Le site Brenda (http://www.brenda‐enzymes.org/) constitue une riche base de 

données utile aux études enzymologiques. Il référence les paramètres cinétiques 

d'un grand nombre d'enzymes, pour plusieurs organismes dont certaines espèces 

végétales. 

 

E- Image J 

Le logiciel ImageJ a été utilisé pour analyser les clichés réalisés avec le 

microscope et le microscope confocal en utilisant le plugin Loci permettant d’obtenir 

les stomates en trois dimensions (http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).  
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Annexe 1. Séquence codante et séquence protéique de la L-aspartate oxydase. 

atggcggctcatgtttctactggaaacattcataatttctatcttgcggggcaggtttac 
 M  A  A  H  V  S  T  G  N  I  H  N  F  Y  L  A  G  Q  V  Y  
aggggacaagctttttcatggagttctgcttctactttcatggcaaatccattcaaagag 
 R  G  Q  A  F  S  W  S  S  A  S  T  F  M  A  N  P  F  K  E  
ccctcttggtcaagtggggtatttaaggctctaaaagctgagagatgtggttgttactct 
 P  S  W  S  S  G  V  F  K  A  L  K  A  E  R  C  G  C  Y  S  
cgtggtatttcccccatcagtgagacctcaaaacctatcagggctgtttcggtatcttct 
 R  G  I  S  P  I  S  E  T  S  K  P  I  R  A  V  S  V  S  S  
tcaacaaagtattatgatttcactgtgattggtagtggagtagcgggtctgcgttatgct 
 S  T  K  Y  Y  D  F  T  V  I  G  S  G  V  A  G  L  R  Y  A  
ttagaagttgcaaagcaaggaacagtcgcagtgattaccaaagatgagcctcatgagagt 
 L  E  V  A  K  Q  G  T  V  A  V  I  T  K  D  E  P  H  E  S  
aacacaaactatgctcaaggtggtgttagtgctgtgttatgccctttggattctgttgaa 
 N  T  N  Y  A  Q  G  G  V  S  A  V  L  C  P  L  D  S  V  E  
agtcatatgcgggacactatggtcgctggtgctcatctttgtgatgaagaaaccgtaaga 
 S  H  M  R  D  T  M  V  A  G  A  H  L  C  D  E  E  T  V  R  
gttgtgtgtactgaagggcctgaaaggattcgtgaactgattgcaatgggagcatcattt 
 V  V  C  T  E  G  P  E  R  I  R  E  L  I  A  M  G  A  S  F  
gatcacggcgaggatggaaatttgcatttggccagagagggtggtcactcgcattgtagg 
 D  H  G  E  D  G  N  L  H  L  A  R  E  G  G  H  S  H  C  R  
atcgttcacgctgctgatatgacaggaagagagattgagagagctttacttgaagctgta 
 I  V  H  A  A  D  M  T  G  R  E  I  E  R  A  L  L  E  A  V  
cttaatgatcccaacatatctgtcttcaaacaccattttgcaatcgatctgctcacttct 
 L  N  D  P  N  I  S  V  F  K  H  H  F  A  I  D  L  L  T  S  
caggatggcttgaacacagtttgtcatggtgtggacactttgaatatcaaaactaatgag 
 Q  D  G  L  N  T  V  C  H  G  V  D  T  L  N  I  K  T  N  E  
gtagtacgctttatatcgaaggtgacattgcttgcttcaggtggagctgggcatatctat 
 V  V  R  F  I  S  K  V  T  L  L  A  S  G  G  A  G  H  I  Y  
ccatcaaccacaaatcctctggtggctactggagatgggatggcgatggctcatcgagct 
 P  S  T  T  N  P  L  V  A  T  G  D  G  M  A  M  A  H  R  A  
caagctgtgatctcaaatatggaatttgtgcagtttcatcctactgccctagccgacgaa 
 Q  A  V  I  S  N  M  E  F  V  Q  F  H  P  T  A  L  A  D  E  
ggtcttcccatcaaactacaaactgctagggaaaacgcgttcctcatcaccgaggcggtg 
 G  L  P  I  K  L  Q  T  A  R  E  N  A  F  L  I  T  E  A  V  
agaggtgatggtggcatcctctataatctaggaatggagcgattcatgcctgtttacgat 
 R  G  D  G  G  I  L  Y  N  L  G  M  E  R  F  M  P  V  Y  D  
gaacgagctgagcttgctccaagagacgtggttgcaagaagtattgatgaccagcttaag 
 E  R  A  E  L  A  P  R  D  V  V  A  R  S  I  D  D  Q  L  K  
aaacgaaacgaaaagtatgtgttacttgacataagccataagccaagagaaaagattctt 
 K  R  N  E  K  Y  V  L  L  D  I  S  H  K  P  R  E  K  I  L  
gcccatttcccgaacatagcttctgaatgtcttaaacacggtctggatatcacccgtcag 
 A  H  F  P  N  I  A  S  E  C  L  K  H  G  L  D  I  T  R  Q  
cctattccggttgtccctgcagcccattacatgtgtggaggagttcgtgctggtttacaa 
 P  I  P  V  V  P  A  A  H  Y  M  C  G  G  V  R  A  G  L  Q  
ggcgaaaccaatgtccttggattgtttgtagcaggtgaagtagcatgtacaggcctccac 
 G  E  T  N  V  L  G  L  F  V  A  G  E  V  A  C  T  G  L  H  
ggggcaaatcgtcttgctagtaactcgcttttagaagctctggttttcgcgagacgggct 
 G  A  N  R  L  A  S  N  S  L  L  E  A  L  V  F  A  R  R  A  
gttcagccttcgactgagctcatgaaacgcacaagacttgatgtatgcgcatcagagaaa 
 V  Q  P  S  T  E  L  M  K  R  T  R  L  D  V  C  A  S  E  K  
tggacaaggcctgttgttgcgacagctagattgctaggagatgaagtaatagcaaagatt 
 W  T  R  P  V  V  A  T  A  R  L  L  G  D  E  V  I  A  K  I  
atagctttgactaaagaagtgagaagagagcttcaggaggtaatgtggaagtatgttggt 
 I  A  L  T  K  E  V  R  R  E  L  Q  E  V  M  W  K  Y  V  G  
attgtcagatcgacaattcggctcaccactgctgagaggaaaatcgcagagctagaagca 
 I  V  R  S  T  I  R  L  T  T  A  E  R  K  I  A  E  L  E  A  
aaatgggaaacatttttgtttgaacatggatgggaacaaacagtggtagctcttgaagct 
 K  W  E  T  F  L  F  E  H  G  W  E  Q  T  V  V  A  L  E  A  
tgtgagatgagaaacttgttctgttgcgctaagcttgtggtgagcagcgcgttagctaga 
 C  E  M  R  N  L  F  C  C  A  K  L  V  V  S  S  A  L  A  R  
catgaaagcagaggtcttcattacatgacagactttccttttgtggaagaaagcaagcgg 
 H  E  S  R  G  L  H  Y  M  T  D  F  P  F  V  E  E  S  K  R  
attccgacgattattctaccgtcttctcctacaacagctagttggagctcaaggcggtta 
 I  P  T  I  I  L  P  S  S  P  T  T  A  S  W  S  S  R  R  L  
cagaatataagtagcagctcacttattgattgctaa 
 Q  N  I  S  S  S  S  L  I  D  C  -   
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Annexe 2. Amorces utilisées pour la génération des lignées 35S ::AO. 

amorce sens GAG AGA CCC GGG ATG GCG GCT CAT GTT TCT AC 

amorce reverse GAG AGA CAG CTG AAT CGT TAG TTA TTC ACT CGA C 

 

Annexe 3. Amorces pour le génotypage des lignées mutantes mAO 

a) Mutant mAO1 (SAIL_1145_B10) 

Amorce Reverse (RP mAO1)  TTA CAA GGC GAA ACC AAT GTC  GCG CAA CAG AAC AAG TTT CTC  
Amorce Sens (LP mAO1)  GCC TTT TCA GAA ATG GAT AAA 

TAG CCT TGC TTC C  
TTT TGC TAA ATT CGG TTG TGC  

Amorces de bordure gauche de 
l’ADN-T (LB3)  

GCT GTT CTA AAG CGA CAT TGC  ATT TTG GCG ATT TCG GAA C  

 

b) Mutant mAO2 (SALK_013920C) 

Amorce Reverse (RP mAO2) GCG CAA CAG AAC AAG TTT CTC 

Amorce Sens (LP mAO2) TTT TGC TAA ATT CGG TTG TGC 

Amorce de bordure gauche de l’ADN-T (Lbb) ATT TTG CCG ATT TCG GAA C 

 

Annexe 4. Amorces utilisées pour les analyses par qRT-PCR. 

Abréviations Nom du gène AGI code Amorce Sens Amorce Reverse 

Act2 Actine 2 At3g48780 CTGTACGGTAACATTGTGCTCAG CCGATCCAGACACTGTACTTCC 

AO L-Aspartate 

oxydase 

At5g14760 GATCGTTCACGCTGCTGATA GTGTTCAAGCCATCCTGAG 

ICS1 Isochorismate 

synthase 1 

At1g74710 GCTCTATCATTTCCATCTCTCGTAG CATTCATAGACATCGAACATGACTC 

 

NIA1 Nitrate 

réductase 1 

At1g77760 GGTAACGAGGGTTGAGGTGA ACCAGCACCAGAATTTACCG 

NIA1 Nitrate 

réductase 2 

At1g37130 CTTACAAACCTCCCGTTCCA GTCATGAACCTTGGCTGGTT 

PR-1 Pathogenesis 

related protein 

1 

At2g14610 CTCATACACTCTGGTGGG TTGGCACATCCGAGTC 

PR-5 Pathogenesis 

related protein 

5 

At1g75040 ACTGTGGCGGTCTAAG CGTGGGAGGACAAGTTT 

WRKY70 WRKY DNA-

BINDING 

PROTEIN 70 

At3g56400 GCTCTTGGGAGTTTCTGCGTT 

G 

 

AGCTCGAACCCAAG 

ATGTTCAG 
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