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dégradation des composés de défense dérivant du tryptophane, des polyamines et de transporteurs de N 
en fonction du milieu azoté et de l’inoculation, 14 JAI. 

Tableau S1 : Séquence des amorces pour l’amplification par RT-qPCR.  
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Liste des abréviations 
 

1OH13M : 1-hydroxy-3-indolylméthyl glucosinolate 

4OH13M : 4-hydroxy-3-indolylméthyl glucosinolate 

AA : acide aminé 

ABA : acide abscissique 

ACP : analyse en composantes principales 

ADC : arginine décarboxylase 

AO : acide organique 

Arg : arginine 

C : carbone 

Cad : cadavérine 

Cit : citrulline 

DAI : day after inoculation 

DAO : diamine oxydase 

DSC : Dice Sørensen coefficient 

DW : Dry weight 

GA : gibbérellines 

GABA : acide γ-aminobutyrique 

GLS : glucosinolate 

GST : glutathion S-transférase 

HAI : healthy area index 

JA : acide jasmonique 

JAI : jour après inoculation 

MS : matière sèche 

N : azote 

NAI : necrosis area index 

NH4+ : ammonium 

NMR : nitrogen metabolite repression 

NO3- : nitrate 

NO : monoxyde d’azote 

NR : nitrate réductase 

OPLS : orthogonal projections to latent structures 

Orn : ornthine 

PAO : polyamines oxydase 
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PR : pathogenesis-related 

PRL : primary root length 

Put : putrescine 

RH : réponse hypersensible 

S : soufre 

SEM : standard error of the mean 

Spd : spermidine 

SPDS : spermidine synthase 

Spm : spermine 

SPMS : spermine synthase 

SSP : protéine de stockage spécialisée 

TGG : thioglucoside glucohydrolase 

Tspm : thermospermine 

VRS : visual rating scale
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Figure 1. :  Installation des plantules, et sensibilité à leur environnement. (source : B. Teulat) 
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Introduction générale  

 

Contexte 

L’azote (N) n’est pas seulement un des macronutriments les plus importants pour les plantes, 
crucial pour leur croissance et leur développement, il a également un rôle central dans les 
interactions entre plantes et pathogènes. Bien qu’un apport élevé en azote puisse entraîner une 
plus grande sensibilité des plantes aux maladies, aucune règle générale ne peut en réalité être 
établie quant à l'effet global de la nutrition azotée sur les processus d'infection (Fagard et al., 
2014). En effet, un apport important en N exogène améliore la nutrition et les défenses de la 
plante mais peut aussi promouvoir le développement de la maladie, en augmentant la 
disponibilité des composés azotés assimilables par le pathogène (Huber & Haneklaus, 2007 ; 
Tavernier et al., 2007). Il a été montré que l’application trop importante d’un fertilisant azoté 
pouvait favoriser la maladie (Solomon et al., 2003), c’est le cas de l’oïdium des céréales sur 
orge par exemple (Jensen & Munk, 1997). Cependant, la fertilisation azotée peut aussi 
augmenter la résistance de l’hôte, comme dans l’interaction entre Botrytis cinerea et la tomate 
(Hoffland et al., 2000). Ceci suggèrerait que le rôle de N dans l’interaction plante - pathogène 
est complexe et spécifique de l’interaction entre une plante hôte et un pathogène donné (Dordas, 
2008), c’est-à-dire du pathosystème, et dépend entre autres du mode de vie du pathogène. En 
plus de la quantité de N présente dans le milieu, il a également été montré que la forme de N 
(ammonium (NH4

+), nitrate (NO3
-), acides aminés (AA)) a une influence sur la sensibilité des 

plantes aux maladies (Huber & Haneklaus, 2007). Il a par exemple été montré que la taille des 
symptômes causés par Fusarium sp. sur tomate (Borrero et al., 2012) ou de pourriture noire des 
racines (Rhizoctonia solani) sur betterave (Afanasiev & Carlson, 1942), augmentait en présence 
de NH4

+. Ce résultat pourrait être lié à une disponibilité plus importante des nutriments pour le 
pathogène, le NH4

+ entraînant une augmentation de la quantité de sucres et d’acides aminés 
dans les cellules des plantes (Gupta et al., 2013). Des résultats similaires ont été obtenus sur le 
pathosystème Nicotiana tabacum - Pseudomonas syringae, où un régime de nutrition riche en 
NO3

- augmentait la résistance au pathogène. Cette résistance accrue a été corrélée à une 
augmentation des teneurs en polyamines dans la plante (putrescine, spermidine, spermine ; 
Gupta et al., 2013), les polyamines étant des molécules pouvant avoir un rôle dans 
l’augmentation de la résistance des plantes aux pathogènes (Cowley & Walters, 2002). Il existe 
aussi des cas où NH4

+ diminue l’intensité de la maladie, par exemple celles causées par 
Sclerotium rolfsii ou Gibberella zeae (Dordas, 2008). L'acquisition de nutriments à partir de 
cellules végétales et leur absorption efficace sont essentielles pour l'infection et la colonisation 
réussie des phytopathogènes dans les plantes hôtes (Divon & Fluhr, 2007). L'état nutritionnel 
des plantes joue donc un rôle dans le développement des maladies (Mur et al., 2017).  
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L’installation des plantules est une phase cruciale du développement d’une culture. Cette phase 
repose sur le succès de trois étapes : la germination des graines, la croissance hétérotrophe des 
plantules (à l’obscurité) jusqu’à leur sortie hors du sol (levée) et leur croissance post-levée 
accompagnée du passage à l’autotrophie (Figure 1). Le déroulement des processus conduisant 
à la germination et à l’installation des plantules dépend fortement de facteurs internes à la 
semence (teneurs et mobilisation des composés de réserves), de facteurs environnementaux 
(température, humidité, etc.) et du génotype. Les stades précoces de développement de la plante 
sont notamment très sensibles aux variations de disponibilité en N du sol (Paul and Stitt, 1993 ; 
Martin et al., 2002 ; Ben Hdech et al., 2020) et aux maladies, généralement causées par des 
pathogènes transmis par les semences ou le sol (Neergaard, 1977 ; Maude and Humpherson‐
Jones, 1980). Des apports élevés d'engrais azotés inorganiques et de produits agrochimiques 
conventionnels sont largement utilisés depuis de nombreuses années, afin de protéger les 
semences et les plantules des différents stress qu’elles pourraient subir et de faciliter 
l'établissement des plantules. Cependant, ces intrants contribuent également à la formation 
d'oxyde nitreux (N2O), un important gaz à effet de serre (Vitousek et al., 1997 ; McSwiney and 
Robertson, 2005), et de grandes quantités d'engrais non utilisés se retrouvent dans les 
écosystèmes aquatiques, les affectant par eutrophisation et pollution (Vitousek et al., 1997 ; 
Dobermann and Cassman, 2002 ; Howarth et al., 2002), pouvant entraîner des problèmes de 
santé humaine. La surutilisation des pesticides, et en particulier des fongicides, a également des 
effets néfastes sur la biodiversité, affectant un large panel d'organismes non cibles (Helling et 

al., 2000 ; Pozzebon et al., 2010 ; Brühl et al., 2013) et provoquant l'apparition de champignons 
pathogènes résistants (Sierotzki et al., 2000 ; Russell, 2005 ; Cools and Fraaije, 2008 ; Bosch 
et al., 2014). Dans le contexte actuel de développement de l'agriculture durable et d'évolution 
des exigences réglementaires du secteur semences, une limitation de l'approvisionnement en 
engrais azotés et une réduction substantielle du traitement des semences par des fongicides sont 
requises (plan français de réduction des pesticides « Ecophyto 2018 », repoussé à 2025). 
Toutefois, réduire les applications de fongicides pourrait favoriser l’apparition d'agents 
pathogènes transmis par les semences, tels que des champignons nécrotrophes, sur les semences 
et les plantules. De plus, l'application d'engrais azotés n’affecte pas seulement la croissance des 
plantules mais a également des effets sur le développement des maladies, comme montré à 
d'autres stades de développement de la plante (Solomon et al., 2003 ; Mur et al., 2017). Le rôle 
du N dans ces interactions n’a été, à notre connaissance, que très peu étudié lors de la 
germination des graines et du développement des plantules, stades pour lesquels il existe des 
spécificités à souligner. En effet, le stade plantule se distingue du stade adulte de par son accès 
à deux sources de N : une source endogène provenant de la mobilisation des réserves de la 
graine et une source exogène provenant de l’absorption de l’azote présent dans le milieu (sous 
forme de NO3

- principalement). Le NO3
- est également une molécule signal, impliquée dans la 

croissance de la racine primaire, dans le métabolisme et dans les réponses de défense de la 
plante (Richard-Molard et al., 1999 ; Zang et al., 2020). Dans ce contexte, l'impact de la 
fertilisation azotée sur l'interaction entre les plantes et les agents pathogènes lors de 
l’installation des plantules nécessite d’être davantage étudié. Par ailleurs, à notre connaissance,  
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aucune étude n’a jusqu’alors abordé la comparaison entre stade précoce et stade adulte sur un 
même pathosystème. 

Objectifs 

Ce travail de thèse, mené dans les deux équipes « Seedling, Metabolism and Stress » (SMS) et 
« Pathologies fongiques des Semences » (FungiSem) de l'UMR 1345 IRHS, avait pour objectif 
de décrypter le rôle de N dans les interactions plante - pathogène fongique aux stades adultes 
et plantules, en utilisant le pathosystème Arabidopsis thaliana - Alternaria brassicicola. 
Alternaria brassicicola est un agent pathogène nécrotrophe transmis à et par les semences, 
provoquant des fontes des semis chez les plantules entraînant des pertes économiques 
importantes. A notre connaissance, aucune étude n'a été entreprise pour étudier l'effet du régime 
de nutrition azotée de la plante sur la sensibilité d'A. thaliana à A. brassicicola. La première 
partie de ce travail a donc consisté à étudier (1) comment la forme de nutrition azotée (NH4

+ vs 
NO3

-) affecte la sensibilité de la plante au champignon au stade adulte (rosette), et (2) comment 
la plante module son métabolisme primaire en réponse à l’infection du pathogène nécrotrophe, 
en fonction de sa nutrition azotée. Une étude a également été réalisée au stade plantule en 
cherchant à élucider (1) (comment la forme et la concentration en N (5 mM NH4

+ vs 0,1 mM 
NO3

- vs 5 mM NO3
-) apportée affecte la sensibilité de plantules de différents génotypes au 

champignon, et (2) si cet effet dépend du stade de développement de la plante en le comparant 
au stade adulte. Nous avons, pour cette étude, développé un nouveau dispositif expérimental 
permettant d’évaluer le développement aérien et racinaire des plantules et de quantifier la 
sévérité de la maladie, dans un environnement stérile, contrôlé d’un point de vue nutritif et 
permettant une contamination homogène des plantules. Enfin, la dernière partie de ce travail a 
pour but d’expliquer l’effet de N sur l’interaction au stade plantule, et les différences 
éventuelles de cet effet avec celui trouvé au stade adulte. Pour cela, l’étude s’est concentrée sur 
les questions suivantes (1) est-ce que la composition métabolique initiale des graines pourrait 
affecter l’interaction au stade plantule, et (2) comment est modulée l’abondance en métabolites, 
et l’expression des gènes qui leur sont associés, dans la plantule, en réponse à l’infection par le 
champignon en fonction du génotype et de la condition azotée.  

Ce manuscrit se divise donc en cinq parties : une synthèse bibliographique présentant l’état de 
l’art est suivie de trois chapitres de résultats présentés sous forme d’article, et enfin d’une 
conclusion générale et perspectives. Les trois chapitres comprennent respectivement (1) l’effet 
de la nutrition N sur la sensibilité des plantes au stade rosette et sur la modulation de leur 
métabolisme primaire en réponse au champignon, (2) le dispositif expérimental développé pour 
l’étude au stade plantule ainsi que les résultats de l’influence de la nutrition N et du génotype 
sur la sensibilité des plantules au champignon, et (3) les variations du métabolisme primaire et 
secondaire des graines et des plantules associé aux différences de sensibilité révélées au stade 
plantule. 
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Figure 2 : Symptômes provoqués par Alternaria brassicicola sur Brassicacées. 
A : A. thaliana ; B : chou (source : B. Iacomi) ; C : chou-fleur (source : Ohio State University osu.edu) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Cycle infectieux d’Alternaria brassicicola sur les Brassicacées (adapté de Pochon et al., 
2012). 
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Chapitre I. Synthèse Bibliographique 

 

I.1. Le pathosystème Alternaria brassicicola / Arabidopsis thaliana 

I.1.1. Description du pathosystème 

Alternaria brassicicola (groupe : Ascomycètes ; famille : Pleosporacées,) est un champignon 
pathogène nécrotrophe responsable de la maladie des taches noires sur les plantes de la famille 
des Brassicacées (Köhl et al., 2010). Un pathogène nécrotrophe infecte et tue les tissus de l’hôte 
avant d’en extraire des nutriments, au contraire d’un pathogène biotrophe qui se nourrit des 
cellules encore vivantes de l’hôte (Glazebrook, 2005). Comme toutes les alternarioses, le « 
black spot » apparaît sur les feuilles sous forme de lésions nécrotiques, décrites comme des 
taches noires entourées chacune d’un halo chlorotique jaune, rendant les feuilles impropres à la 
consommation (Figure 2) (Rotem, 1994). L’infection par A. brassicicola ne se limite cependant 
pas aux feuilles, elle concerne toutes les parties aériennes de la plante (par exemple, symptômes 
sur pomme de chou-fleur, Figure 2C). Le champignon peut en particulier contaminer les 
siliques et semences, qui constituent un mode de conservation et de transmission de l’inoculum 
fongique, faisant de l’alternariose une maladie transmise à et par la semence importante 
(Rimmer, 1995) (Figure 3). Le mycélium d’A. brassicicola peut pénétrer les siliques par les 
jonctions cellulaires, le replum ou les stomates, et le tégument des graines, soit directement, 
soit via des fissures. Il peut donc être présent de manière superficielle sur, mais aussi de manière 
interne dans les semences produites par les plantes contaminées. Durant la colonisation des 
graines, le champignon est exposé à des stress osmotiques et hydriques très sévères, faisant de 
sa résistance à ces stress un facteur déterminant de sa transmission à la semence (Pochon et al., 
2012 ; N’Guyen et al., 2019). Les semences présentes dans les siliques contaminées ont 
tendance à flétrir et à avoir une viabilité moindre (Maude & Humpherson‐Jones, 1980), causant 
des manques à la levée et des fontes de semis.   

La maladie est d’importance économique mondiale et cause des baisses de rendement 
importantes sur les Brassicacées cultivées telle que le chou, le colza ou la moutarde, pouvant 
par exemple atteindre 20 à 50% sur le colza (Rotem, 1994). Des analyses de lots de semences 
ont montré que certains lots contaminés par A. brassicicola présentent une diminution du taux 
de germination pouvant être supérieure à 20% (Köhl et al., 2011). La transmission à la semence 
d’Alternaria sp pose également des problèmes substantiels en agriculture biologique 

(Lammerts van Buren, 1994). L’interaction entre A. thaliana, la plante modèle des 
Brassicacées, et A. brassicicola est un pathosystème modèle de l’interaction plante / 
champignon nécrotrophe (Lawrence et al., 2008 ; Pochon et al., 2012). Il est à noter qu’il existe 
des différences de sensibilité entre écotypes d’A. thaliana, le génotype Columbia (Col-0) étant 
par exemple moins sensible au champignon que les génotypes Landsberg erecta (Ler) ou 
Wassilewskija (Ws), au stade rosette (Mukherjee et al., 2009).  
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I.1.2. Les mécanismes du pouvoir pathogène d’A. brassicicola 

Les mécanismes du pouvoir pathogène sont variés (toxines, enzymes hydrolytiques, 
mécanismes de résistance aux stress, etc) et l’importance de chacun dépend du type de 
pathogène.  

Les toxines sont des facteurs importants du pouvoir pathogène chez les nécrotrophes, 
permettant de détruire les tissus de l’hôte et donc leur accès aux nutriments. La preuve de 
l’existence de toxines cruciales pour le pouvoir pathogène d’A. brassicicola reste encore à 
confirmer, malgré leur importance chez les pathogènes nécrotrophes. Elles le sont notamment 
pour Alternaria alternata, un champignon du même genre qu’A. brassicicola, qui produit des 
métabolites secondaires agissant comme des toxines spécifiques de leur hôte, importantes pour 
le pouvoir pathogène du champignon (Johnson et al., 2000 ; Ito et al., 2004 ; Tsuge et al., 2013). 
Chez A. brassicicola, plusieurs molécules ayant potentiellement un rôle de toxine ont été 
identifiées, comme la dépudécine (Wight et al., 2009) ou les brassicicènes (Hashimoto et al., 
2009). Mais leur rôle toxique n’est pas établi, excepté dans le cas de la brassicicoline A, pour 
laquelle il a été montré qu’elle peut provoquer l’apparition de nécroses sur feuilles de moutarde 
brune, et pourrait donc être la phytotoxine majeure de cultures liquides d’A. brassicicola 
(Pedras et al., 2009). Cette toxine semble importante mais les gènes responsables de sa 
production, et leur rôle effectif in planta dans le pouvoir pathogène, restent à déterminer (Cho, 
2015). 

Les champignons peuvent produire des enzymes de dégradation de la cuticule, une couche 
constituée de cutine (un polyester d’acide gras hydroxylé) et de cires ayant un rôle de défense 
physique chez les plantes (Thomma, 2003). Le rôle d’une enzyme digérant la cutine, la cutinase 
Pbc1, sur la pathogénicité a été étudié sur plusieurs champignons pathogènes et son importance 
a été démontrée, notamment chez Colletotrichum spp. ou Pyrenopeziza brassicae (Soliday et 

al, 1984 ; Dickman & Patil, 1986 ; Li et al., 2003). Le gène homologue de Pbc1 chez A. 

brassicicola est fortement exprimé, que ce soit en condition de croissance saprophytique ou 
pathogénique (Yao & Köller, 1995 ; Srivastava et al., 2012), mais la perte de fonction par 
mutation de ce gène ne provoque aucune diminution de l’agressivité du champignon (Yao & 
Köller, 1995). De la même façon, la lipase Fgl1 est impliquée dans les processus d’infection de 
Fusarium graminearum (Voigt et al., 2005) alors que la délétion de 4 gènes de lipases chez A. 

brassicicola, dont les homologues à Fgl1, ne provoque aucune diminution du pouvoir 
pathogène du champignon (Cho et al., 2006 ; Lawrence et al., 2008). Le fait que cette cutinase 
et ces 4 lipases ne jouent pas de rôle dans le pouvoir pathogène ne signifie pas pour autant que 
ces familles d’enzymes ne participent pas à la pathogénicité d’A. brassicicola : il y aurait en 
effet jusqu’à 9 cutinases et 76 lipases prédites dans le génome du champignon (Ohm et al., 
2012), dont l’effet reste à caractériser. 

Les pectines sont des polysaccharides structuraux importants des parois pecto-cellulosiques des 
plantes, qui forment une seconde barrière physique contre les attaques de champignons  
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pathogènes. Les enzymes pectinolytiques sont donc logiquement importantes pour le pouvoir 
pathogène de nombreux champignons, tels que Botrytis cinerea (ten Have et al., 1998) ou 
Claviceps purpurea (Oeser et al., 2002). Cependant, chez A. brassicicola, aucun des gènes 
étudiés par Cho et al. (2006) codant des enzymes dégradant les pectines ne s’est montré 
important pour le pouvoir pathogène du champignon, même dans le cas d’un gène très 
fortement exprimé en condition d’infection par le champignon (Srivastava et al., 2012). La 
cellulose est un autre polysaccharide crucial dans la composition des parois chez les plantes. Là 
encore, la perte de fonction d’une cellobiohydrolase (CBH7) chez A. brassicicola, fortement 
exprimée en condition de pathogénie, n’affecte pas le pouvoir pathogène du champignon (Cho 
et al., 2006). C’est également le cas d’autres gènes très exprimés codant des enzymes 
hydrolytiques, comme la N-acétylglucosaminidase, la glycosyl hydrolase, la sérine protéase ou 
la chymotrypsine, qui est pourtant surexprimé d’un facteur 1000 chez le champignon en 
condition de pathogénie par rapport à la croissance saprophytique (Cho et al., 2006). 

Le pouvoir pathogène d’A. brassicicola est également dépendant de sa capacité à résister aux 
stress. Il est notamment soumis à un stress hydrique important lors de la colonisation des 
semences, celles-ci entamant une phase de dessication après leur maturation. Il a été montré par 
N’Guyen et al. (2019) que la résistance au stress hydrique du champignon était liée à l’activité 
d’hydrophilines, la mutation des gènes codant ces protéines affectant grandement la 
transmission à la semence du champignon. Le pouvoir pathogène de ces mutants n’est par 
contre pas affecté sur feuille, démontrant l’importance du stade de développement de la plante 
sur les facteurs impactant les interactions biotiques. Le champignon est également soumis à des 
stress biotiques, causés par des composés de défense de la plante infectée, notamment des 
isothiocyanates dérivant des glucosinolates. Les glutathion transférases (GST) sont une famille 
de protéines impliquées dans les processus de détoxification et dans la tolérance aux stress 
oxydatifs, leur activité étant nécessaire à la résistance d’A. brassicicola aux isothiocyanates 
(Calmes et al., 2015).  

Malgré de nombreuses études et l’identification de nombreux facteurs du pathogénicité, la 
nature de ceux qui sont effectivement responsables du pouvoir pathogène d’A. brassicicola 
reste à déterminer (Cho, 2015).  

 

I.2. L’azote, un élément essentiel au développement des plantules 

L’azote est un composant majeur de macromolécules (protéines, acides nucléiques), essentiel à 
tous les organismes vivants. Il est disponible via deux sources chez les plantules : une source 
exogène (azote du sol absorbé par les racines) et une source endogène (mobilisation des réserves 
de la graine).  
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I.2.1. L’azote présent dans le sol, source exogène d’azote 

L’azote est un élément essentiel à la croissance, au développement et au métabolisme des 
plantes. 

I.2.1.1. Le nitrate, une source essentielle d’azote pour les plantes  

Le NO3
- est la source principale de N disponible pour les plantes dans les sols bien aérés, où la 

nitrification est rapide et (Krapp et al., 2014). La concentration en NO3
- du sol est très variable 

: de 1 μM à 10 mM (Bouguyon et al., 2012). Elle est le plus souvent inférieure à 1 mM dans un 
habitat naturel, mais elle peut atteindre 70 mM dans un sol fertilisé (Krapp et al., 2014). Le 
NO3

- est également le fertilisant azoté le plus utilisé en agriculture, avec le NH4
+ et l’urée 

(CO(NH2)2) (Noguero & Lacombe, 2016). Ces éléments font du NO3
- un nutriment majeur pour 

les plantes. En plus de ce rôle de nutriment, le NO3
- est également une molécule signal 

impliquée dans le contrôle de nombreux processus physiologiques, dans la croissance des 
plantes et dans le rendement (Crawford, 1995 ; Krapp et al., 2014 ; Vidal et al., 2014). Il est 
par exemple impliqué dans la régulation de l’architecture racinaire et le développement des 
racines latérales (Remans et al., 2006 ; Pellizzaro et al., 2014), dans le développement des 
feuilles (Chiu et al., 2004) et dans l’induction de la floraison (Castro Marin et al., 2011).  

I.2.1.2. L’absorption de l’azote par les transporteurs 

Quatre familles de transporteurs de NO3
- ont été identifiées chez les plantes : (1) les Nitrate 

Transporter 1 / Peptide Transporter Family (NPF, anciennement connus sous le nom NRT1) 
(Léran et al., 2014), (2) les Nitrate Transporter 2 (NRT2) (Krapp et al., 2014), (3) les canaux 
chlorures (CLC) (Barbier-Brygoo et al., 2011) et (4) les canaux anioniques lents (SLAC) (Negi 
et al., 2008). 

Afin de maximiser leur absorption de NO3
- dans des concentrations différentes, les plantes 

possèdent deux systèmes de transport adaptés à différentes teneurs de NO3
- (Miller et al., 2007). 

Premièrement, le système de transport à faible affinité (Low Affinity Transport System ; LATS) 
fonctionnant quand la concentration en NO3

- est importante, supérieure à 0,5 mM. Ce système 
est peu sensible, transporte une quantité importante de NO3

- et est difficilement saturable. 
Deuxièmement, le système de transport à haute affinité (High Affinity Transport System ; 
HATS), fonctionnant quand la concentration en NO3

- est faible, inférieure à 0,5 mM. Ce 
système est très sensible, mais il est rapidement saturé et son transport est de faible intensité 
(Lejay et al., 1999). Pour chacun de ces systèmes de transport, il existe des formes constitutives 
et des formes induites.  

NPF et NRT2 sont les familles de transporteurs de NO3
- les plus importantes. Les familles NPF 

et NRT2 fonctionnent toutes les deux comme des symports NO3
- / proton (H+), le transport du 

proton permettant de fournir l’énergie nécessaire au transport du NO3
-. AtNPF6.3 (anciens 

noms : NRT1.1 et CHL1), le premier transporteur de NO3
- identifié chez A. thaliana, appartient  
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à la famille des NPF (Tsay et al., 1993). La protéine est composée de 590 acides aminés et 
forme 12 domaines transmembranaires au niveau de la membrane plasmique (Tsay et al., 2007 
; Sun et al., 2014). AtNPF6.3 est à la fois un senseur et un transporteur de NO3

-, d’où 
l’appellation de « transcepteur » (Holsbeeks et al., 2004 ; Gojon et al., 2011). AtNPF6.3 est un 
transporteur à double affinité pour le NO3

-, pouvant agir comme un HATS lorsqu’il est sous 
forme monomérique ou comme un LATS sous forme dimérique (Wang et al., 1998 ; Sun et al., 
2014). 

Des transporteurs de NH4
+ existent aussi, permettant à la plante d’absorber cette source de N 

quand elle est présente au contact des racines (Pantoja, 2012). Arabidopsis thaliana possède 6 
gènes de transporteurs de NH4

+ de type AMT (AMT1.1, AMT1.2, AMT1.3, AMT1.4, AMT1.5, 

AMT2.1), cinq d’entre eux étant exprimés dans les racines alors qu’AMT1.4 n’est exprimé que 
dans le pollen (Yuan et al., 2007, 2009). AMT1.1 et AMT1.3 sont des transporteurs à capacité 
de transport et à affinité élevée, exprimés dans les cellules rhizodermales et corticales (Loqué 
et al., 2006 ; Yuan et al., 2007). AMT1.5 est également localisé dans les cellules du rhizoderme, 
mais contribue bien moins que AMT1.1 et AMT1.3 à l’absorption du NH4

+. AMT1.2 est un 
transporteur à basse affinité localisé dans les cellules corticales et de l’endoderme (Yuan et al., 
2007). AMT2.1 est très différent des transporteurs de la famille des AMT1, et serait plus proche 
de transporteurs de NH4

+ de bactéries que de plantes (Sohlenkamp et al., 2000). Il se distingue 
également des gènes de la famille AMT1 par son incapacité à transporter le méthylammonium 
et par son expression plus forte dans les parties aériennes que racinaires (Sohlenkamp et al., 
2000).  

I.2.1.3. L’assimilation de l’azote chez les plantes  

I.2.1.3.a. Réduction du nitrate en ammonium  

Le NO3
-, élément nutritif essentiel pour les plantes, représente la principale forme d’azote 

assimilable pour les plantes, mais son absorption représente l’étape limitante dans le 
métabolisme azoté des plantes (Forde, 2000). La réduction du NO3

- se déroule en deux étapes : 
le NO3

- est dans un premier temps réduit en nitrite (NO2
-) par la nitrate réductase (NR), puis le 

nitrite est réduit en NH4
+ par la nitrite réductase (NiR) (Stitt, 1999) (Figure 4). Ces deux 

réactions enzymatiques sont coûteuses en termes de molécules réductrices (NAD(P)H, 
ferrédoxine) (Meyer & Stitt, 2001). Chez A. thaliana, il existe 2 gènes de NR : Nia1 et Nia2 
(Wilkinson & Crawford, 1993). L’activité de la NR est rapidement modulée par les contraintes 
environnementales, et notamment induite par la lumière et la disponibilité en NO3

- (Kaiser et 

al., 2002). La NR peut également catalyser une réaction secondaire conduisant à la formation 
de monoxyde d’azote (NO ; Rockel et al., 2002), une molécule signal impliquée dans le 
développement des plantes et les réponses au stress (Bellin et al., 2013 ; Sanz et al., 2015 ; 
Fancy et al., 2017).  
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Figure 4 : Schéma bilan de l’assimilation de l’azote chez les plantes (adapté de Lu et al., 2016).  

NRT = transporteurs de Nitrate ; NR = Nitrate Réductase ; NiR = Nitrite Réductase ; GS = Glutamine 
Synthétase ; GOGAT = Glutamine-2-Oxoglutarate Aminotransférase ; GDH = Glutamate 
Déshydrogénase.  
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I.2.1.3.b. Métabolisme du glutamate  

Le glutamate est une molécule centrale du métabolisme des acides aminés chez les plantes 
supérieures (Forde & Lea, 2007). Son groupe α-amine est directement impliqué dans 
l’assimilation de NH4

+ et est ensuite transféré à tous les autres acides aminés. Le NH4
+ est 

assimilé par le cycle glutamine synthétase (GS) / glutamate synthase (Glutamine-2-
Oxoglutarate Aminotransférase ; GOGAT) catalysant, respectivement, la formation de 
glutamine à partir de glutamate et de NH4

+, et la formation de deux molécules de glutamate à 
partir d’une molécule de glutamine et d’une molécule de 2-oxoglutarate / α- cétoglutarate 
(Figure 4). Chez les plantes supérieures, la GS1 cytosolique (une seule isoforme) a un rôle 
important dans l’assimilation primaire du NH4

+ dans les racines et dans la réassimilation de 
NH4

+ généré par la dégradation des protéines dans les feuilles (Thomsen et al., 2014). La GS2 
(de trois à cinq isoformes) intervient, elle, principalement dans la réassimilation du NH4

+ 
provenant de la photorespiration, dans les chloroplastes, ainsi que dans l’assimilation de NH4

+ 
dérivant de la réduction du NO3

- dans les plastes (Wallsgrove et al., 1987). Il existe deux types 
de GOGAT chez les plantes, différant par les réducteurs qu’elles utilisent : la ferrédoxine-
GOGAT qui a une activité importante dans les chloroplastes et la NADH-GOGAT 
principalement localisée dans les cellules non photosynthétiques (Nigro et al., 2016).  

Le métabolisme du glutamate implique aussi la glutamate déshydrogénase (GDH), qui catalyse 
l’interconversion entre le glutamate et le 2-oxoglutarate (Figure 2). La GDH a principalement 
une fonction désaminante permettant de fournir du 2-oxoglutarate pour le cycle de l’acide 
tricarboxylique (Krapp, 2015). Il a cependant été démontré que la formation de glutamate à 
partir de 2-oxoglutarate, permettant l’assimilation de NH4

+ (fonction aminante), est induite en 
condition de stress abiotiques, contribuant ainsi à la détoxication du NH4

+ dans les cellules 
(Zhou et al., 2015 ; Hessini et al., 2017).  

Une fois le glutamate synthétisé, de nombreuses aminotransférases peuvent transférer le groupe 
amine du glutamate à d’autres molécules, pour catalyser la formation d’AA. Une large gamme 
d’AA est ainsi formée, incluant la glutamine, le glutamate, l’asparagine et l’aspartate qui sont 
des molécules porteuses de N majeures chez les plantes supérieures (Lam et al., 1996). 

I.2.1.4. Le rôle de l’azote dans la germination des graines et dans la dormance 

L’étape de germination des graines commence par l’imbibition de celles-ci et se termine avec 
l’élongation de l’axe embryonnaire, avec pour conséquence observable, la protrusion de la 
radicule à travers le tégument de la graine (Bewley & Black, 1994). Dans certaines 
circonstances, cependant, des graines imbibées intactes, actives d’un point de vue métabolique, 
peuvent échouer à germer, malgré des conditions environnementales favorables. Ce blocage 
physiologique est causé par le phénomène de dormance des semences (Bewley, 1997). Les 
graines matures d’A. thaliana fraîchement récoltées, par exemple, présentent un phénomène de 
dormance primaire, et ne peuvent donc germer sans que la dormance soit levée, par la  
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maturation des graines ou par un traitement tel que la stratification (e.g. période d’imbibition 
au froid), l’apport de lumière ou l’apport de gibbérellines (GA) (Koornneef & Karssen, 1994).  

La dormance contribue à l’adaptation des plantes à leur environnement : elle optimise la 
distribution de la germination d’une population de graines en fonction de la période de l’année, 
permettant par exemple la germination des plantes annuelles au printemps et non en automne. 
La dormance dépend de nombreux facteurs, par exemple les conditions de croissance de la 
plante mère (McCullough & Shropshire, 1970), les conditions de stockage des graines et les 
traitements chimiques / environnementaux qu’elles subissent (Bewley, 1997). Chez 
Arabidopsis, le tégument a un rôle important dans le maintien de la dormance. Cette dernière 
est en effet réduite quand le tégument est supprimé, ou chez des mutants affectés au niveau du 
tégument (Debeaujon & Koornneef, 2000 ; Debeaujon et al., 2000). Deux phytohormones sont 
essentielles à la gestion des phénomènes de dormance des semences : l’acide abscissique 
(ABA) et GA (Bentsink & Koornneef, 2008). L’ABA est une hormone clé, promouvant la 
dormance (Finkelstein et al., 2002), qui est en effet altérée chez des plantes mutantes déficientes 
en ABA. La dormance est un processus actif, liée à la synthèse de novo d’ABA durant 
l’imbibition de la graine (Finkelstein et al., 2002). Les GA, au contraire, promeuvent la 
germination des graines (Yamaguchi & Kamiya, 2001), et les mutants déficients en GA sont 
affectés dans leur capacité à germer (Ross et al., 1997). Chez Arabidopsis et la tomate, les GA 
ont un rôle supposé dans la levée des contraintes mécaniques imposées par les tissus entourant 
l’embryon (Debeaujon & Koornneef, 2000) et dans la promotion de la croissance de l’embryon. 
L’importance de la balance ABA / GA pour la germination est supportée par le fait que la 
dormance réduite de certains mutants ABA est liée à une quantité de GA nécessaire à la 
germination plus faible (Koornneef et al., 2002). La dormance est un processus complexe et 
d’autres hormones que l’ABA et les GA sont impliquées, comme des brassinostéroïdes ou 
encore l’éthylène (Bentsink & Koornneef, 2008).  

L’altération de la dormance par des facteurs environnementaux, tels que la stratification ou la 
lumière, semblent être liée, soit à la synthèse ou perception des GA (Hilhorst et al., 1986 ; 
Yamauchi et al., 2004), soit à la quantité d’ABA présente dans les graines imbibées (Jacobsen 
et al., 2002 ; Ali-Rachedi et al., 2004). Un autre facteur environnemental lié à la dormance est 
NO3

- (Alboresi et al., 2005). Le NO3
- a un effet stimulateur sur la germination d’A. thaliana, 

chez des écotypes peu dormants comme Col-0 (Alboresi et al., 2005), chez des écotypes plus 
dormants comme Ler (Batak et al., 2002) ou Ws (Alboresi et al., 2005) et chez des écotypes 
très dormants comme l’écotype Cap Verde Island (cvi ; Ali-Rachedi et al., 2004). Le rôle du 
NO3

- sur la germination semble dû à un effet signal et non à un effet nutritionnel, l’apport de 
glutamine ou de NH4

+ ne stimulant pas la germination des graines d’A. thaliana (Alboresi et 

al., 2005).  

En plus du NO3
-, d’autres composés azotés sont capables de lever la dormance des graines d’A. 

thaliana, comme le nitrite ou le cyanure (CN-). Bethke et al. (2006) ont montré que l’effet de 
ces trois molécules sur la dormance dépendait en réalité du NO. Ils ont tout d’abord montré que  
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l’action du piégeur de NO, c-PTIO (2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-
oxyl-3-oxide), qui élimine le NO des tissus et solutions, renforçait la dormance de la graine 
d’Arabidopsis, et que donc l’absence de NO renforçait la dormance. Ils ont ensuite montré 
qu’en présence de c-PTIO, et donc en absence de NO, NO3

-, le nitrite et le cyanure perdait leur 
effet sur la dormance, démontrant ainsi le caractère nécessaire du NO à ce phénomène. Ils ont 
enfin montré que l’apport de NO purifié sous forme gazeuse ou d’un donneur de NO (SNP; 
sodium nitroprusside) sur des graines réduisait la dormance de celles-ci. L’effet du NO3

- sur la 
germination dépend donc bien du NO, synthétisé à partir de NO3

-.  

Il a aussi été montré qu’un traitement NO3
- (Matakiadis et al., 2009) ou NO (Liu et al., 2009) 

sur les graines d’A. thaliana induisait une diminution rapide de la quantité d’ABA, et donc une 
levée de la dormance. Cette diminution pourrait être attribuée aux ABA 8’-hydroxylases codées 
par la famille de gène CYP707A (CYP707A1 à CYP707A4), impliquée dans le catabolisme de 
l’ABA et ayant un rôle dans le contrôle de la dormance des graines chez A. thaliana. En effet, 
la mutation de CYP707A1 ou de CYP707A2 provoque une augmentation de la dormance des 
graines, ainsi que des niveaux d’ABA observées dans celles-ci (Okamoto et al., 2006). De plus, 
l’expression de CYP707A2 est induite par la présence de NO3

- (Matakiadis et al., 2009) ou de 
NO (Liu et al., 2009). Il apparaît ainsi que l’effet stimulateur du NO3

- sur la germination est dû 
à l’action du NO qui induirait des gènes responsables du catabolisme de l’ABA, tel CYP707A2, 
modifiant ainsi la balance ABA / GA responsable de la dormance. Cette hypothèse est renforcée 
par le fait qu’en absence de traitement le NO s’accumule dans la graine durant les premiers 
stades de l’imbibition (pic atteint 3h après le début de l’imbibition) (Liu et al., 2009) et 
qu’ensuite, 6h après le début de l’imbibition, l’expression du gène CYP707A2, dont les ARNm 
sont déjà hautement accumulés dans les graines sèches, est induite (Kushiro et al., 2004). 

I.2.2. La mobilisation des réserves de la graine, source endogène d’azote et de 
carbone 

Trois phases peuvent être distinguées lors du développement des graines orthodoxes (qui ont 
l’aptitude à survivre à l’état sec et à pouvoir ensuite reprendre un métabolisme normal après le 
retour à des conditions hydriques favorables), catégorie dont font partie les graines d’A. 

thaliana (Delahaie, 2013). La première phase correspond à l’embryogenèse, caractérisée par 
les divisions et élongations cellulaires. Cette activité cellulaire intense s’accompagne d’une 
forte augmentation de la teneur en eau. La seconde phase correspond au remplissage, stade au 
cours duquel les réserves (sucres, lipides, protéines) s’accumulent dans les cellules de la graine. 
Cette accumulation se traduit par une augmentation de la masse fraîche et sèche des graines, et 
par une diminution de la teneur en eau. La troisième et dernière étape est la dessiccation des 
graines, au cours de laquelle la teneur en eau des graines diminue très fortement. Cette étape 
est fondamentale pour la qualité physiologique et la longévité de la graine. La maturation de la 
graine comprend les étapes deux et trois, et est caractérisée par l’accumulation des composés 
de stockage et l’acquisition de la dormance et de la tolérance à la dessiccation (Goldberg et al., 
1994).  
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Quelle que soit la graine, le stockage des réserves est essentiel afin d’assurer la croissance post-
germinative des plantules, jusqu’à l’établissement de la photosynthèse. Les 3 composants 
majeurs de réserves sont les sucres, les triacyglycérols (TAG) et les protéines de stockage 
spécialisées (SSP), dont les proportions varient selon l’espèce considérée (Baud et al., 2008). 
Les réserves peuvent représenter jusqu’à 90% du poids sec des graines. Dans les graines sèches 
d’A. thaliana, les SSP et les TAG représentent chacun environ 30 à 40 % du poids sec (Baud et 

al., 2002). Durant l’étape de maturation, les ARNm les plus présents dans les graines d’A. 

thaliana codent des SSP, qui seront source d’azote pour la plantule. Les deux SSP majeures 
chez A. thaliana sont une globuline 12S (la cruciférine) et une albumine 2S (l’arabine) (Heath 
et al., 1986) qui sont stockées dans des vacuoles de stockage des protéines de réserve. Les TAG, 
qui serviront de squelette carboné et de source d’énergie pour la plantule, sont des esters de 
glycérol et des acides gras (Miquel & Browse, 1995).  

Concernant les sucres, l’amidon, le glucose et le fructose s’accumulent durant la première 
moitié du développement de la graine d’A. thaliana mais il en reste très peu dans la graine sèche 
à la fin de son développement. Le saccharose, au contraire, est accumulé à la fin du 
développement de la graine (Focks, 1998). Quant aux AA libres, ils représentent 0,2 % de la 
matière sèche à la fin du développement de la graine chez l’écotype Ws d’A. thaliana, mais ont 
représenté jusqu’à 2,8 % de la matière sèche durant la maturation. Les AA les plus présents 
chez la graine mature sont l’asparagine (13 %), la sérine (16 %), la glutamine (25 %), la glycine 
(13 %) et l’alanine (10 %) (Baud et al., 2002).  

Durant la germination, les réserves stockées sous forme de lipides, protéines ou sucres sont 
hydrolysées et leurs produits d’hydrolyse utilisés pour la croissance de la plantule. Les SSP sont 
hydrolysées en AA par des enzymes protéolytiques. La plupart des AA ainsi obtenus sont 
ensuite transportés dans les tissus en développement où ils serviront à la synthèse d’enzymes et 
de protéines structurales. Certains de ces AA subiront une déamination et pourront ensuite, soit 
servir à la synthèse de composés non azotés, soit être métabolisés pour fournir de l’énergie à la 
plantule (Ashton, 1976). Les enzymes protéolytiques impliquées dans la mobilisation des 
réserves protéiques durant la germination peuvent être classées en deux catégories : les 
endopeptidases qui hydrolysent des liaisons au sein des polypeptides et les exopeptidases qui 
hydrolysent les extrémités des polypeptides (Ashton, 1976). Ces protéinases se retrouvent dans 
la graine à partir de l’étape de la maturation, durant laquelle elles sont stockées dans les mêmes 
compartiments que les SSP. Des mécanismes existent pour empêcher la dégradation des SSP 
durant la maturation de la graine, comme par exemple le maintien des enzymes protéolytiques 
dans une forme inactive. Au début de la germination, ces protéinases doivent donc être réactives 
pour initier la mobilisation des protéines de stockage. Des mécanismes de changements 
structuraux des SSP, pour les rendre temporairement inaccessibles aux enzymes protéolytiques 
existent aussi (Müntz et al., 2001).  
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I.3. Le rôle de l’azote lors d’un stress biotique chez les plantes 

I.3.1. Généralités sur la défense des plantes 

La sensibilité d’A. thaliana face à A. brassicicola est dépendante de deux catégories de 
mécanismes de défense : les défenses constitutives, qui sont présentes avant l’infection, et les 
défenses induites par le pathogène. Les défenses constitutives peuvent être mécaniques, mais 
également chimiques, comme dans le cas des composés antimicrobiens que sont les 
phytoanticipines (glucosinolates chez les Brassicacées) (Osbourn, 1996). Malgré la sensibilité 
d’A. brassicicola à certains isothiocyanates, provenant de l’hydrolyse des glucosinolates, ce 
mode de défense n’est pas toujours efficace dans le cas de l’interaction entre A. thaliana et A. 

brassicicola (Sellam et al., 2007). Les défenses induites, plus efficaces en général que les 
défenses constitutives (Agrawal & Karban, 1999), sont activées par la reconnaissance d’un 
motif moléculaire associé aux pathogènes (Pathogen-associated molecular pattern ; PAMP), 
comme la flagelline des bactéries ou des composants issus de la paroi des champignons, par un 
récepteur de reconnaissance de motif moléculaire (pattern recognition receptor ; PRR). Cette 
reconnaissance déclenche une cascade de signalisation aboutissant à la mise en place d’une 
réponse immunitaire basale, la PAMP-Triggered Immunity (PTI). Les organismes pathogènes 
pouvant produire des effecteurs capables de bloquer la PTI, certaines plantes se sont adaptées 
et sont capables de synthétiser des protéines de résistance reconnaissant les effecteurs, ce qui 
conduit à une réponse immunitaire plus forte (ETI ; Effector-Triggered Immunity), qui 
provoque généralement une réaction hypersensible chez la plante (Jones & Dangl, 2006). 

Les défenses induites sont associées à la production rapide d’espèces réactives de l’oxygène 
(ROS) et de NO par la plante. La fonction des ROS dans l’établissement des défenses des 
plantes est double : elles combinent en effet une fonction de signal et une toxicité vis-à-vis du 
pathogène (Torres, 2010). Les défenses induites aboutissent également à la formation de 
composés participant à la défense de la plante : les phytoalexines issues du métabolisme 
secondaire des plantes et les PR-protéines (Pathogenesis-related proteins).  

Trois phytohormones, l’acide salicylique (SA), l’acide jasmonique (JA) et l’éthylène jouent un 
rôle majeur dans la régulation des défenses des plantes. Le réseau de régulation contrôlé par ces 
phytohormones est très complexe, mais, généralement, le SA est lié à l’activation des défenses 
contre les pathogènes biotrophes alors que le JA et l’éthylène sont associés à la défense contre 
les pathogènes nécrotrophes (Glazebrook, 2005). De plus, les voies de défense liées au SA et 
au JA seraient mutuellement antagonistes (Kunkel & Brooks, 2002). Ces voies de défense 
modifient l’expression de nombreux gènes associés aux défenses des plantes, tels que le gène 
Plant Defensin 1-2 (PDF1.2) qui dépend du JA ou le gène Pathogenesis Related 1 (PR1) qui 
lui dépend du SA (Kunkel & Brooks, 2002). La voie du JA est importante pour la défense d’A. 

thaliana face à A. brassicicola. En effet, Thomma et al. (1998) ont montré que la présence du 
champignon induisait chez Col-0 l’induction de gènes comme PDF1.2, et que des mutants non 
sensibles au JA étaient plus sensibles au champignon.  



48 

  

 

  



49 

  

I.3.2. Le rôle du métabolisme primaire de l’azote dans les défenses des plantes 

L’azote peut influencer la sensibilité des plantes aux pathogènes. Le statut nutritif de la plante 
a un impact sur la biosynthèse des AA, ce qui affecte en conséquence l’expression des gènes, 
notamment ceux liés aux défenses des plantes. La reconfiguration des métabolismes primaires 
et secondaires des plantes, liée à l’infection par un pathogène, est également influencée par 
l’azote présent (Ward et al., 2010). Fabro et al. (2004) ont par exemple montré que la synthèse 
de la proline pouvait être induite par un pathogène, Pseudomonas syringae, chez A. thaliana, 
et que cette induction favorisait une réponse hypersensible liée à la voie du SA. Dans le cas 
d’un autre AA, le GABA, l'accumulation a été observée en réponse à une gamme de stress 
biotiques (Kinnersley & Turano, 2000). La présence du champignon Cladosporium fulvum, par 
exemple, augmenterait la teneur en AA, dont le GABA, présents dans des plants de tomate 
(Solomon & Oliver, 2001). Des résultats similaires obtenus dans l’interaction A. thaliana / A. 

brassicicola ont montré que l’infection par le champignon provoquait une augmentation de la 
teneur en GABA dans la plante, et qu’un apport de GABA exogène augmentait la sévérité de 
la maladie (Botanga et al., 2012). 

La concentration en N semble de plus modifier la production de défenses constitutives 
impliquant les alcaloïdes (Stout et al., 1998) et les phénols (Johnson et al., 1987). La production 
de défenses constitutives est un phénomène coûteux pour la plante, et en cas de déficit en N, il 
pourrait y avoir compétition pour le N disponible entre la croissance et la mise en place de 
défenses, ce qui pourrait diminuer l’efficacité de ces dernières (Herms & Mattson, 1992 ; Huot 
et al., 2014). Une remobilisation de N peut également se produire chez les plantes en réponse à 
l’attaque d’un pathogène, afin de diminuer la quantité de nutriments accessibles pour le 
pathogène (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Olea et al. (2004) ont par exemple montré qu’une 
augmentation de l’expression de l’asparagine synthétase (formation d’asparagine et de 
glutamate à partir d’aspartate et de glutamine) était observée dans le phloème de feuilles de 
tomates infectées par Pseudomonas syringae, conduisant probablement à un transport de 
l’asparagine, et donc de nutriments, hors de la zone d’influence du pathogène. 

A ce jour, plusieurs transporteurs de NO3
-de la famille des NRT2 ont pu être identifiés comme 

impliqués dans les défenses des plantes, tels que AtNRT2.6-1 dans l’interaction entre Erwinia 

amylovora et A. thaliana (Dechorgnat et al., 2012), AtNRT2.5 chez A. thaliana en réponse à 
l’infection par Alternaria brassicae (Vahabi et al., 2018) et AtNRT2.1 dans le pathosystème A. 

thaliana/P. syringae. Camañes et al. (2012) ont par exemple montré que AtNRT2.1 avait un 
effet négatif sur la résistance d’A. thaliana à P. syringae, l’inactivation de AtNRT2.1 rendant A. 

thaliana plus résistant à ce pathogène biotrophe. Cette différence de sensibilité s’expliquerait 
par une répression des voies de défense des plantes liées au SA par AtNRT2.1.  

Les rôles de N dans les défenses des plantes incluent la formation de NO chez la plante. Le NO 
est une molécule signal majoritairement issue de la réduction du nitrite par la NR (Kaiser et al., 
2002 ; Rockel et al., 2002). La forme de N est importante dans la formation du NO, le NO3

- est  
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Figure 5 : Voie de biosynthèse des glucosinolates indoliques et de la camalexine. (adapté de Xu et al., 
2016)  
I3G = 3-indolylméthyl glucosinolate ; 4MI3G = 4-méthoxy-3-indolylméthyl glucosinolate ; 1MI3G = 
1-méthoxy-3-indolylméthyl glucosinolate.  
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en effet nécessaire à la formation de NO par la NR, l’activité de cette dernière étant inhibée par 
NH4

+ (Losada et al., 1970). Le NO, qui est rapidement accumulé en condition de stress biotique, 
est une molécule d’importance capitale dans la résistance des plantes aux pathogènes. Il joue 
en effet un rôle dans l’accumulation des phytoalexines (Noritake et al., 1996), sert de signal 
lors de la PTI et de l’ETI (Delledonne et al., 1998) et influence la formation de papilles 
(appositions aux parois cellulaires formant la première ligne de défense aux champignons ; 
Prats et al., 2005). L’un des effets les plus importants causé par la production de NO liée à la 
PTI et à l’ETI est l’initiation de la biosynthèse du SA (Durner et al., 1998), le NO étant un 
composant essentiel de la voie de signalisation conduisant aux phénomènes de résistance 
provoqués par le SA, comme la réponse hypersensible (Mur et al., 2013). 

 

I.3.3. Le rôle des composés du métabolisme secondaires dérivant d’acides 
aminés dans les défenses : GSL, camalexine et polyamines  

I.3.3.1. Les glucosinolates 

I.3.3.1.b. Généralités sur les glucosinolates 

Les GLS, qui sont caractéristiques de la famille des Brassicacées, représentent le groupe de 
métabolites secondaires le plus important en quantité chez A. thaliana, avec plus de 36 
composés décrits (Hogge et al., 1988 ; Brown et al., 2003). Ils sont synthétisés à partir d’une 
gamme d’AA (méthionine, tryptophane et phénylalanine) et sont déterminants pour expliquer 
la résistance de l’hôte vis-à-vis de pathogènes nécrotrophes comme A. brassicicola 

(Kliebenstein, 2004). La première étape de la biosynthèse des GLS est l’oxydation du groupe 
amine par des monooygénases à cytochrome P450 spécifiques, codés par la famille de gènes 
CYP79 (Du et al., 1995 ; Wittstock & Halkier, 2000) (Figure 5). Après la formation de ce 
composé, le transfert d’un glucose et d’un groupe sulfate permet de créer le squelette de base 
des GLS, à partir duquel la diversité des GLS pourra être créée (Halkier & Du, 1997). Les GLS 
sont caractérisés par un atome de carbone central lié à un glucose via une liaison soufrée, à un 
groupe sulfate via un azote et à une chaîne latérale variable dérivant d’un AA. Les GLS sont 
classés en différentes familles, en fonction de leur chaîne latérale. L'expression de l’activité 
biologique d’un GLS nécessite son hydrolyse par une enzyme de type myrosinase. Les GLS et 
les myrosinases sont spatialement séparés au sein de la plante tant que ses tissus sont intacts, 
mais ils peuvent entrer en contact les uns avec les autres à la suite de dommages aux tissus de 
la plante, causés par des insectes ou des champignons par exemple. L’entrée en contact des 
GLS et des myrosinases permet ainsi la création de produits d’hydrolyse variés, incluant les 
nitriles, les isothiocyanates, les thiocyanates, les oxazolidine‐2‐thiones et les épithionitriles 
(Bones & Rossiter, 1996 ; Halkier & Du, 1997). Les myrosinases classiques chez A. thaliana 
sont les thioglucoside glucohydrolases (TGG), codées par une famille de 6 gènes (TGG1 - 

TGG6 ; Xu et al., 2004). TGG1 et TGG2 ont une activité d’hydrolyse des glucosinolates  
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redondantes, et représentent les myrosinases principales dans les feuilles, (Barth & Jander, 
2006). En effet, les plantes ayant perdu ces deux gènes sont entièrement incapables 
d’hydrolyser les GLS aliphatiques, et leur capacité à hydrolyser les GLS indoliques est très 
réduite (Barth & Jander, 2006). En comparaison, TGG3 et TGG6 sont exprimés dans les fleurs 
et particulièrement dans les étamines et les pétales, et TGG4 et TGG5 dans les racines (Zhang, 
2002 ; Barth & Jander, 2006). Il existe également une myrosinase plus atypique, exprimée dans 
les feuilles en réponse à une attaque de pathogène, PENETRATION2 (PEN2) (Frerigmann et 

al., 2016). Cette myrosinase est notamment capable d’hydrolyser le GLS indolique 4-méthoxy-
3-indolylméthyl glucosinolate (Bednarek et al., 2009). 

Des essais in vitro ont montré que des produits purifiés d’hydrolyse de GLS avaient un effet 
toxique sur une large gamme de bactéries, de champignons et de nématodes. Il a par exemple 
été montré que le produit majeur d’hydrolyse des GLS chez Col-0, le 4‐
méthylsulphinylisothiocyanate (4‐MSOITC) (produit à partir du GLS majoritaire dans les 
feuilles de Col-0, la glucoraphanine, un GLS aliphatique), était toxique in vitro sur de nombreux 
champignons et bactéries. Les pathogènes biotrophes étaient tous sensibles au 4‐MSOITC, alors 
que les champignons nécrotrophes B. cinerea et A. brassicicola y étaient résistants. Ce contraste 
entre les organismes biotrophes et nécrotrophes pourrait s’expliquer par le fait que l’action des 
nécrotrophes induit la destruction des tissus et donc l’hydrolyse des GLS, créant ainsi une 
pression sélective vis-à-vis des défenses face aux glucosinolates chez les nécrotrophes (Tierens 
et al., 2001). Il a cependant été montré par Tao et al. (2022) que la biosynthèse du 4-
méthoxyindole-3-ylméthyl glucosinolate, un GLS indolique, à partir de la glucobrassicine, 
diminuait la sensibilité d’A. thaliana et de Brassica oleracea à A. brassicicola. L’effet des GLS 
sur les pathogènes pourrait donc être assez spécifique, et dépendant du GLS et de l’organisme 
pathogène.  

I.3.3.1.b. Biosynthèse des glucosinolates indoliques 

Arabidopsis thaliana utilise le tryptophane comme précurseur pour la production de GLS 
indoliques, de camalexine et d’auxine (Bender & Celenza, 2009). Cette voie de synthèse est 
présentée dans la Figure 5. La première étape de cette production est la conversion du 
tryptophane en indole-3-acetaldoxime (IAOx) par les enzymes redondantes cytochrome P450 
CYP79B2 et CYP79B3 (Hull et al., 2000 ; Mikkelsen et al., 2000). Le double mutant pour ces 
deux enzymes ne possède ni camalexine ni GLS indolique, mettant en évidence le fait que ces 
deux enzymes contrôlent la seule voie de synthèse de ces deux produits (Zhao et al., 2002 ; 
Glawischnig et al., 2004). Ainsi, les GLS et la camalexine sont produits exclusivement à partir 
d’IAOx, contrairement à l’auxine (Normanly et al., 2005).  

L’étape de la voie de biosynthèse des glucosinolates indoliques suivant la formation d’IAOx et 
la conversion de celui-ci par l’enzyme cytochrome P450 CYP83B1, aboutissant à la formation 
d’un dérivé de S-alkylthiohydroxymate (Bak & Feyereisen, 2001 ; Hansen et al., 2001). La 
mutation de ce gène ne cause qu’une perte partielle des teneurs en GLS indoliques (Bak & 
Feyereisen, 2001 ; Bak et al., 2001). Il est possible que CYP83A1, connu pour son rôle dans la  
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synthèse des GLS aliphatiques dérivés de la méthionine, puisse compenser en partie la perte 
d’activité de CYP83B1 (Hemm et al., 2003 ; Naur et al., 2005). La voie de biosynthèse des 
GLS indoliques continue ensuite avec l’enzyme C-S lyase SUR1, impliquée dans la synthèse 
de toutes les familles de GLS. En effet, la mutation de ce gène cause une absence totale de GLS 
dans les plantes mutantes (Mikkelsen et al., 2004). UGT74B1, une glucosyltransférase, réalise 
l’étape suivante de la voie de synthèse, pour les GLS de toutes les familles (Grubb et al., 2004). 
Les étapes décrites ci-dessus correspondent à la formation du noyau de la structure des GLS 
indoliques, ces composés devant ensuite subir des modifications de leurs chaînes latérales. Ces 
réactions sont réalisées dans le cas des GLS indoliques par les monooxygénases cytochrome 
P450 de la sous famille CYP81F (Harun et al., 2020). CYP81F1, CYP81F2 et CYP81F3 
peuvent réaliser des réactions d’hydroxylation aux positions 1 et 4 de l’anneau indole, 
convertissant le 3-indolylméthyl glucosinolate (glucobrassicine), respectivement en 1-hydroxy-
3-indolylméthyl glucosinolate (1OH13M) et 4-hydroxy-3-indolylméthyl glucosinolate 
(4OH13M), alors que CYP81F4 ne peut le faire que sur le premier C (Pfalz et al., 2009, 2011). 
Une dernière étape dans la biosynthèse des glucosinolates indoliques est la conversion du 
1OH13M et du 4OH13M, respectivement, en 1-méthoxy-3-indolylméthyl glucosinolate et 4-
méthoxy-3-indolylméthyl glucosinolate. Les enzymes capables de réaliser cette conversion du 
groupe hydroxyl en groupe méthoxy sont les indole glucosinolate O-méthyltransférases 
(IGMTs) codées par les gènes IGMT1 and IGMT2 (Pfalz et al., 2009, 2011).  

La synthèse des glucosinolates indoliques est régulée par trois facteurs de transcription de la 
famille MYB : MYB34, MYB51 et MYB122, leur présence induisant l’expression des gènes 
de toute la voie de biosynthèse (Celenza et al., 2005 ; Gigolashvili et al., 2007 ; Frerigmann & 
Gigolashvili, 2014). MYB34 régule les GLS indoliques à travers les voies de signalisation de 
l’ABA et du JA, alors que MYB51 et MYB122 sont liés aux voies du SA et de l’éthylène 
(Frerigmann & Gigolashvili, 2014 ; Frerigmann et al., 2016). Ces trois facteurs de transcription 
MYB sont très proches de facteurs de transcription régulant la voie des GLS aliphatiques, 
MYB28, MYB29 et MYB76 (Hirai et al., 2007 ; Sønderby et al., 2007 ; Gigolashvili et al., 
2008). Les protéines MYB semblent donc être chez A. thaliana un mécanisme de régulation 
des gènes de biosynthèse de toutes les familles, avec une spécialisation selon la famille.  

I.3.3.2. La camalexine  

Chez les Brassicacées, les phytoalexines sont cruciales à l’explication de la résistance de l’hôte 
vis-à-vis de pathogènes nécrotrophes comme A. brassicicola (Kliebenstein, 2004). La 
phytoalexine majeure d’A. thaliana est la camalexine, une phytoalexine indolique dérivant 
exclusivement du tryptophane et de l’IAOx (Normanly et al., 2005 ; Sellam et al., 2007 ; Figure 
5). L’enzyme cytochrome P450 71B15 (CYP71B15, aussi appelée PAD3) est responsable de 
la dernière étape de la biosynthèse de la camalexine (Schuhegger et al., 2006). La synthèse de 
la camalexine est induite lors de l’infection par un pathogène nécrotrophe comme A. 

brassicicola ou Botrytis cinerea (Thomma et al., 1999). L’étude d’un mutant de CYP71B15, 
incapable de synthétiser de la camalexine, a permis de démontrer l’effet de celle-ci sur la  
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Figure 6 : Voie de biosynthèse des polyamines (Put, Spd, Spm) chez les plantes. (adapté de Bagni & 
Tassoni, 2001).  
ADC = arginine décarboxylase ; AIH = agmatine iminohydrolase ; dcSAM = S- 
adénosylméthionine décarboxylée ; NCPAH = N-carbamoylputrescine amidohydrolase ; OTC = 
ornithine transcarbamoylase ; SAMDC = S-adénosylméthionine décarboxylase. 
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résistance à A. thaliana. La taille des nécroses et le nombre de conidies sont en effet bien plus 
importants chez les feuilles des mutants par rapport aux plantes sauvages (Thomma et al., 
1999). La mutation semble également affecter la sensibilité de la plante à la transmission à la 
semence du champignon, celle-ci étant favorisée chez le mutant par rapport à la plante sauvage 
Col-0 (NGuyen, 2015). L’action de la camalexine semble assez spécifique, elle ne semble pas 
provoquer de diminution des symptômes chez des pathogènes biotrophes comme P. syringae 
(Glazebrook & Ausubel, 1994) ou Peronospora parasitica (Glazebrook et al., 1997), ni même 
chez un autre pathogène nécrotrophe comme B. cinerea, qui induit pourtant la synthèse de 
camalexine chez la plante (Thomma et al., 1999).  

I.3.3.3. Les polyamines 

Les polyamines sont des amines aliphatiques présentes dans toutes les cellules des organismes 
vivants, et sont essentielles au fonctionnement de la cellule (Jiménez-Brémont et al., 2014 ; Pal 
& Janda, 2017). Les polyamines les plus abondantes sont la diamine putrescine (Put ; 1,4-
diaminobutane) et les polyamines dites supérieures, la triamine spermidine (Spd ; 1,8-diamino-
4-azaoctane) et les tétraamines spermine (Spm ; 1,12-diamino-4,9-diazadodéane) et 
thermospermine (Tspm ; 1,12-diamino-4,8-diazadodecane). D’autres composés font partie des 
polyamines, comme par exemple la cadavérine (Cad ; 1,5-diaminopentane) ou le 1,3-
diaminopropane (Bagni & Tassoni, 2001). L’abondance relative de ces polyamines chez les 
plantes dépend de l’espèce et du stade de développement. Elles sont de manière générale 
particulièrement concentrées dans les tissus en croissance et chez les plantes soumises à des 
stress biotiques et abiotiques (Rodriguez-Kessler et al., 2008 ; Alcazar et al., 2010 ; Hussain et 

al., 2011). L’abondance en polyamines dans les cellules est contrôlée par plusieurs processus : 
leur biosynthèse, leur catabolisme, leur transport, la compartimentation et leur conjugaison 
(Kusano et al., 2007 ; Carbonell & Blazquez, 2009 ; Jiménez-Brémont et al., 2014). La 
biosynthèse, le catabolisme et la conjugaison des polyamines seront développées dans la suite 
de cette partie.  

I.3.3.3.a. Biosynthèse des polyamines 

Il existe, chez les plantes, deux voies de synthèse de la Put (Martin-Tanguy, 2001). La première 
de ces voies commence par une étape de décarboxylation de l’AA arginine par l’arginine 
décarboxylase (ADC), produisant de l’agmatine (Figure 6). Cette dernière est ensuite 
métabolisée en N-carbamoylputrescine par la N-carbamoylputrescine iminohydrolase (AIH). 
Ce produit est enfin converti en Put par l’enzyme N-carbamoylputrescine amidohydrolase 
(NCPAH). La seconde voie de synthèse de la Put ne contient qu’une seule étape, la conversion 
de l’AA ornithine, dérivant de l’arginine, en Put grâce à l’ornithine décarboxylase (ODC). 
Cependant ce gène est absent chez beaucoup de membres de la famille des Brassicacées, dont 
A. thaliana (Jiménez-Brémont et al., 2004 ; Fuell et al., 2010), la synthèse de Put chez ces 
plantes ne s’effectuant donc que grâce à la première voie décrite. Il existe, chez les plantes de  
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la famille des Brassicacées, deux gènes paralogues codant pour l’ADC (ADC1 et ADC2 ; 
Galloway et al., 1998 ; Hummel et al., 2001). La disruption de chacun de ces deux gènes pris 
séparément ne cause pas de changement phénotypique majeur, mais la délétion des deux est 
létale (Urano et al., 2005). Enfin, ces deux gènes représentent le facteur limitant pour le début 
de la voie de biosynthèse des polyamines (Fuell et al., 2010 ; Amrani et al., 2019).  

La synthèse des polyamines supérieures nécessite de la S-adénosylméthionine décarboxylée (dc 
SAM), servant de donneur d’aminopropyl, et généré par la S-adénosylméthionine 
décarboxylase (SAMDC). La dc SAM est utilisée par la spermidine synthase (SPDS), qui forme 
de la Spd à partir de Put en ajoutant un groupe aminopropyl. Une réaction d’aminopropylation 
de plus permet de former de la Spm ou de la Tspm à partir de Spd, respectivement grâce aux 
enzymes spermine synthase (SPMS) et thermospermine synthase (TSPMS). Le génome 
d’A. thaliana contient 4 gènes codant pour des SAMDC, 2 pour des SPDS (SPDS1 et SPDS2), 
1 gène de SPMS (SPMS) et 1 gène de TSPMS (ACL5) (Fuell et al., 2010).  

La Cad est synthétisée à partir de la lysine par la lysine décarboxylase. Cette enzyme est 
présente chez les bactéries mais aussi chez des plantes supérieures comme les Poacées, les 
Fabacées et les Solanacées (Smith & Wilshire, 1975). La lysine est le précurseur principal de 
la Cad, mais elle peut aussi provenir de l’homarginine, via l’homoagmatine, chez certaines 
plantes comme Lathyrus sativus (Ramakrisna & Adiga, 1976). Aucune relation claire entre la 
Cad et les autres polyamines (Put, Spd, Spm) n’a pour le moment été trouvée (Bagni & Tassoni, 
2001).  

I.3.3.3.b. Rôle des polyamines dans les défenses des plantes, en lien avec leur catabolisme 

et leur conjugaison 

Le métabolisme des polyamines chez les plantes connaît des changements importants lors d’une 
interaction avec un organisme pathogène. L’abondance en polyamines, ainsi que l’activité des 
enzymes associées à leur métabolisme, augmente fortement dans les tissus infectés par un 
pathogène, qu’il soit biotrophe ou nécrotrophe (Walters, 2003 ; Hussain et al., 2011). La 
modulation du métabolisme des polyamines est si importante que certains micro-organismes 
(Rhodococcus fascians par exemple) ont développé des mécanismes pour manipuler 
l’abondance en polyamines de leur hôte (Stes et al., 2011). Le rôle des polyamines dans les 
défenses des plantes est dépendant des mécanismes de catabolisme oxydatif et de conjugaison 
des polyamines. 

Le catabolisme des polyamines est assuré par deux familles d’enzymes, les diamine oxydases 
(DAO) et les polyamines oxydases (PAO). Les DAO sont des homodimères avec du cuivre en 
groupe prosthétique, catabolisant préférentiellement les diamines comme la Cad et la Put. 
L’oxydation de la Put, par exemple, produit du H2O2, du NH4

+ et du γ-aminobutanal (Frederico 
& Angelini, 1991 ; Moschou et al., 2008). Il existe chez Arabidopsis au moins dix gènes 
potentiels de DAO, quatre d’entre eux ayant été caractérisés (Planas-Portell et al., 2013). Les 
PAO utilisent le FAD (flavine adénine dinucléotide) comme cofacteur et oxydent  
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principalement la Spd et la Spm, produisant du H2O2. Il existe 5 gènes codant pour des PAO 
chez A. thaliana, PAO1 et PAO5 s’exprimant dans le cytosol et PAO2, PAO3, PAO4 dans le 
péroxysome (Moschou et al., 2008 ; Takahashi et al., 2010 ; Fincato et al., 2011). L’activité 
des DAO et des PAO est induite par l’augmentation de polyamines libres causée par l’infection 
par le virus de la mosaïque du tabac et par Blumeria graminis, respectivement chez des plantes 
résistantes de tabac et d’orge (Marini et al., 2001 ; Cowley & Walters, 2002). La résistance de 
ces plantes à ces pathogènes dépend de la réponse hypersensible, activée par la production de 
H2O2, et il est concevable que l’activité de ces enzymes participe à l’induction de la réponse 
hypersensible. La production d’H2O2 semble également promouvoir les défenses des plantes 
via d’autres mécanismes, comme le renforcement des parois ou l’activation de MAP kinases 
(Cona et al., 2006 ; Nanda et al., 2010).  

La conjugaison des polyamines est un autre mécanisme impliqué dans la régulation de la 
concentration cellulaire en polyamines libres (Bagni & Tassoni, 2001). La proportion de 
polyamines sous forme conjuguées par rapport aux polyamines sous forme libres est loin d’être 
négligeable, et peut représenter jusqu’à 90% des polyamines chez certaines espèces comme le 
tabac (Torrigiani et al., 1987). Différentes hydroxycinnamoyl transférases catalysent la 
conjugaison de groupements caffeoyl, cinammoyl ou feruloyl-CoA aux molécules de Put ou de 
Spd. L’augmentation des teneurs en polyamines libres dans les tissus infectés s’accompagne 
d’une augmentation des teneurs en polyamines conjuguées (Rodriguez-Kessler et al., 2008 ; 
Muroi et al., 2009), ces composés ayant des propriétés antifongiques (Mackintosh et al., 1997 ; 
Walters et al., 2001). Muroi et al. (2009) ont notamment montré que l’accumulation de 
polyamines conjugées, comme la p-coumaroylputrescine ou la feruloylputrescine, dans les 
feuilles d’Arabidopsis en réponse à l’inoculation par A. brassicicola diminuait la sensibilité de 
la plante au champignon.  

I.3.4. Le rôle de l’azote dans la nutrition et la pathogénicité des champignons 

Un pathogène entrant pour la première fois en contact avec un hôte est en situation de carence 
nutritive, l’assimilation rapide des nutriments de l’hôte est donc essentielle pour le succès de 
l’infection (Snoeijers et al., 2000). L’azote utilisé par les champignons pathogènes pour leur 
croissance provient exclusivement de leur hôte, sous forme de NO3

-, de NH4
+ ou d’AA. 

Certaines études suggèrent que le N provenant de la plante est limitant pour le pathogène, et 
qu’une carence en N influencerait le développement de la maladie (Thomma et al., 2006 ; Lopez 
Berges et al., 2010), alors que d’autres études prouveraient le contraire, qu’il y aurait toujours 
assez de N dans les plantes pour la croissance du champignon (Solomon et al., 2003 ; Pageau 
et al., 2006 ; Tavernier et al., 2007).  

Certains composés azotés (NH4
+, glutamine, glutamate) sont utilisés préférentiellement par les 

champignons membres du phylum des Ascomycètes. Quand ces sources primaires de N ne sont 
pas disponibles dans le milieu, ou sont en quantités limitantes pour leur croissance, les 
champignons sont capables d’utiliser une gamme de sources de N très variées : NO3

-, nitrite,  
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purines, amides, AA, protéines (Marzluf, 1997). L’utilisation de ces sources secondaires de N 
est très régulée et nécessite presque toujours la synthèse d’enzymes cataboliques et de 
perméases spécifiques, réprimées lorsque les sources primaires sont disponibles. Cette 
répression des enzymes et perméases impliquées dans l’utilisation d’autres sources d’azote que 
les sources primaires est appelée Nitrogen Metabolite Repression (NMR) ou Nitrogen 
Catabolite Repression (Wiame et al., 1985 ; Marzluf, 1997). L’utilisation du NO3

-, par exemple, 
requiert la synthèse de novo des NR et NiR (Fu & Marzluf, 1988). Plus de 100 gènes sont 
soumis à la NMR chez Aspergillus nidulans. Ainsi, les gènes des voies de dégradation des 
sources secondaires de N ne sont pas exprimés en présence de sources plus faciles à assimiler, 
augmentant la vigueur du champignon au sein de son environnement local instable. La synthèse 
de novo des perméases et enzymes nécessaires à l’utilisation d’une source de N secondaire est 
contrôlée au niveau de la transcription et requiert, le plus souvent, deux signaux : un signal 
global de dérépression des sources secondaires de N et un signal spécifique indiquant la 
présence d’un substrat particulier (Caddick et al., 1994 ; Marzluf, 1997). Il existe cependant 
également des systèmes contrôlés uniquement par la NMR (Shaffer et al., 1988). La NMR est 
régulée par des gènes de régulation globaux, comme AREA chez Aspergillus nidulans (Arst & 
Cove, 1973 ; Caddick, 1992) ou son équivalent nit-2 chez Neurospora crassa (Fu & Marzluf, 
1987). Ces gènes codent pour des facteurs de transcription de la famille des protéines de 
régulation GATA, et possèdent un domaine de liaison à l’ADN très conservé (Kudla et al., 
1990 ; Fu & Marzluf, 1990), consistant en un motif en doigts de zinc de type Cys2/Cys2 avec 
une boucle centrale de 17 AA. Le nom de la famille de ces facteurs de transcription provient du 
fait qu’ils se fixent tous à des séquences d’ADN possédant en leur cœur une séquence GATA. 
AREA et nit-2 sont régulés par la teneur en glutamine présente dans les cellules du champignon 
(Wiame et al., 1995).  

La NMR, de par son impact sur la nutrition du champignon, est liée à la pathogénie. En effet, 
la régulation de la nutrition azotée, grâce aux régulateurs globaux de l’azote AREA / nit-2, est 
essentielle à l’adaptation du pathogène à l’environnement de son hôte durant l’attaque 
(Marroquin-Guzman, 2017). Ainsi, le mutant perte de fonction pour l’homologue d’AREA chez 
le champignon Magnaporte grisea est incapable d’utiliser le NO3

- et, bien qu’il soit toujours 
pathogène sur riz, cause des lésions moins importantes que la souche sauvage. Dans le cas du 
pathogène de haricot Colletotrichum lindemuthianum, le mutant de délétion pour l’orthologue 
d’AREA est spécifiquement affecté dans la transition entre ses phases biotrophe et nécrotrophe, 
causant des lésions moindres que la souche sauvage (Pellier et al., 2003). La mutation du gène 
AREA provoque une baisse de la virulence chez plusieurs autres champignons : Fusarium 

graminearum (Min et al., 2012), Fusarium verticilloides (Kim & Woloshuk, 2008) ou encore 
Ustilago maydis (Horst et al., 2012).  De plus, AREA contrôle une partie majeure du 
métabolisme cellulaire, dont beaucoup d’enzymes cataboliques incluant nombre de protéases 
impliquées dans la pathogénie fongique (Marzluf, 1997).  

La présence, au sein de la plante, de certains AA (comme le GABA) pourrait favoriser la 
nutrition et le développement du champignon phytopathogène. Le champignon Cladosporium  
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fulvum, par exemple, causerait une augmentation de la teneur en AA, dont le GABA, dans des 
plants de tomate (Solomon & Oliver, 2001). Cette augmentation serait due à une manipulation 
de la plante par le champignon, la plante produisant ainsi plus d’AA pour la nutrition de ce 
dernier, le GABA étant de plus une source de N très efficace pour la croissance du champignon 
en condition in vitro (Solomon & Oliver, 2002). Cladosporium fulvum étant un pathogène 
biotrophe, il serait toutefois difficile d’appliquer directement ces résultats à notre pathosystème. 
Cependant, des résultats similaires obtenus dans l’interaction A. thaliana / A. brassicicola ont 
montré que l’infection par le champignon augmentait la teneur en GABA dans la plante, et 
qu’un apport de GABA exogène augmentait la sévérité de la maladie (Botanga et al., 2012).  
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Chapitre II. Effet de la nutrition azotée sur la sensibilité des 
plantes au stade rosette et sur la modulation de leur 
métabolisme primaire en réponse au champignon 

 

II.1. Introduction 

 

Le présent travail, mené au stade rosette, a pour but d’étudier (1) (si et) comment la forme de 
nutrition azotée (NO3

- vs NH4
+) affecte la sensibilité de la plante au champignon, et (2) 

comment la plante module son métabolisme en réponse à l’infection du pathogène nécrotrophe, 
en fonction de sa nutrition azotée. Pour cela, des plants d’A. thaliana cultivés en hydroponie, 
en présence soit d’un milieu NO3

- (5 mM) soit d’un milieu NH4
+ (5 mM), ont été inoculés par 

A. brassicicola. Les symptômes ont été mesurés et différentes analyses ont été effectuées pour 
expliquer la différence de sensibilité observée entre les deux conditions azotées. En accord avec 
nos objectifs, le métabolisme primaire et en particulier celui de N, de son absorption par les 
transporteurs à son assimilation en AA, a été le point central de notre étude. Ce travail est 
présenté dans l’article « Nitrogen nutrition modifies the susceptibility of Arabidopsis thaliana 
to the necrotrophic fungus, Alternaria brassicicola », publié dans la revue Physiologia 
Plantarum.  

 

II.2. Article numéro 1: Nitrogen nutrition modifies the susceptibility of 
Arabidopsis thaliana to the necrotrophic fungus, Alternaria brassicicola
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Table S1. Primer sequences for real-time quantitative PCR amplification. 

Gene Forward primer sequence  Reverse primer sequence  

AtActin GGTAACATTGTGCTCAGRGGTGG   AACGACCTTAATCTTCATGCTGC    

AtAMT1.1 ACGACATTATCAGTCGC CTGTCCTGTGTAGATTAACG 

AtAMT1.2 TCGGATTTAACTTGCTTGCC ATTCTTTCCTTGCGAACAGC 

AtAMT2.1 AGAAGATGAGATGGCAGGAATG AAACAGTCAAGGTCGGTGTAG 

AtGDH1 CAAGGCTTTATGTGGGAGGA TGAGCCACACGATTAACACC 

AtGDH2 GGATTCATGTGGGAAGAGGA GCGACTCGGTTAACTCCAAG 

AtGLN1.1 CAATGAGGGAAGAAGGCGGT CGCAACACCCCAAAGGAAAG 

AtGLN1.2 CTTTCCTTTGGGGTGTTGCG AGCTGGCCTCCTATCCTCAA 

AtGLN1.3 TAACCTCAACCTCACCGATGCCACC CTTGGCAACGTCGGGGTGGCTG 

AtGLN1.4 AGATTGGAATGGTGCAGGGG TGTCACGCCCAACCCTAATC 

AtGLN1.5 ATGGTGAAGGCAACGAGAGG GCCACTCCCCAAGAGAAAGT 

AtGLN2 TTCGCCACAAGGAGCACAT CGTGCTTTCCGGTCAACCT 

AtNIA1 ACTAGGGCACATCGAG TGCTTACTAGCCCATCC 

AtNIA2 CAGTTTGCGGTTCAGC TCGTGAATACAACGAACAC 

AtNPF6.3 AAAGCTGCCACACACTGAAC ATTGTGCGACTGATAATGTCGT 

AtNRT2.1 AGTCGCTTGCACGTTACCTG ACCCTCTGACTTGGCGTTCTC 

AtP5CS CCAATATTCTCCACGTCCGCTTCTTC GATCTCCGTCATAGTTTGTGTCTATC

AtPAD3 AACCCACCATTAAGGAGC TCATAAAATATATACGGCGTCG 

AtPDF1-2 TTGCTGCTTTCGACGCA TGTCCCACTTGGCTTCTCG 

AtPR-1 GGTTAGCGAGAAGGCTAACTAC CATCCGAGTCTCACTGACTTTC 

AtProDH TGATGGAGAAAGCATCAAACGG TCTCCTCTTAAGTTCCATCCTC 
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II.3. Conclusion  

 

La présente étude a permis de mettre en évidence que la nutrition NO3
- (5 mM) augmente la 

sévérité des symptômes causés par le champignon nécrotrophe A. brassicicola sur les feuilles 
d'A. thaliana au stade rosette. Trois facteurs principaux ont été mis en avant. Premièrement, la 
hausse de la sensibilité de la plante en condition NO3

- pourrait être due à la production plus 
importante de NO par la nitrate réductase qui, au-delà de son rôle connu dans l’induction des 
voies de défenses, affecterait le métabolisme de la plante, facilitant ainsi l'infection fongique. 
Deuxièmement, des différences de profils d’AA ont été observées entre les deux conditions de 
nutrition azotée. Une teneur plus élevée en AA totaux est observée sous nutrition NH4

+ par 
rapport à la nutrition sous NO3

-, principalement en raison d’une hausse des concentrations en 
asparagine et glutamine. La condition NO3

- se distinguant elle par le glutamate qui est le seul 
acide aminé dont la teneur augmente significativement après l'inoculation fongique. Ces 
changements de statut nutritionnel des plantes pourraient jouer un rôle dans leur différence de 
sensibilité en fonction du milieu, en fournissant au champignon plus ou moins de ressources 
nutritives assimilables ou en étant responsables d’une modulation des voies de défense. Enfin, 
un autre changement lié à la nutrition pourrait avoir un rôle dans la sensibilité inférieure au 
champignon des plantes cultivées sous NH4

+. En effet, l’induction des gènes codant des 
transporteurs de NH4

+ et la baisse significative des concentrations de NH4
+ dans les feuilles en 

condition inoculée, suggèrent un transport de NH4
+ de la plante des parties malades vers les 

parties saines, privant potentiellement le pathogène de ressources azotées. Toutes ces 
informations mettent en avant l’importance du statut nutritionnel azoté de la plante dans les 
interactions avec les pathogènes fongiques, dépendant de la forme et de la concentration en N. 

Le stade de développement de la plante est potentiellement un facteur important pour 
l’interaction plante-pathogène et pour le rôle de la nutrition azotée sur l’interaction. En effet, 
les stades précoces sont non seulement cruciaux pour l’établissement des cultures et le 
rendement, mais ils présentent également des particularités en ce qui concerne le métabolisme 
azoté. Ces stades précoces utilisent une source de N endogène (la remobilisation des protéines 
de réserve de la semence) en plus de N présent dans le milieu. De plus, A. brassicicola est un 
champignon transmis à et par la semence, responsable de fontes de semis, faisant du 
pathosystème étudié dans ce chapitre un bon modèle pour une étude du rôle de l’azote durant 
l’établissement des plantules. Nous avons donc poursuivi ce travail sur le rôle de N dans 
l’interaction plante-pathogène en s’intéressant au stade plantule et à la comparaison avec le 
stade adulte. 
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Chapitre III. Développement d’un dispositif expérimental pour 
l’étude au stade plantule et influence de la nutrition azotée et 
du génotype sur la sensibilité des plantules 

 

III.1 Introduction  

 

Les résultats obtenus dans le chapitre 1 ayant montré un effet de la nutrition azotée d’A. thaliana 
sur sa sensibilité à A. brassicicola au stade rosette, le rôle de la nutrition azotée (différentes 
formes et concentrations) a été étudié sur ce même pathosystème au stade plantule. L’étude de 
l'impact de la nutrition azotée sur l'interaction plante-pathogène à ce stade de développement a 
nécessité la mise au point d’un dispositif permettant d’évaluer le développement aérien et 
racinaire des plantules, ainsi que la sévérité de la maladie, dans un environnement stérile et 
contrôlé d’un point de vue nutritif. Ceci a donc constitué un premier objectif de l’étude. Un 
dispositif in vitro a été mis au point permettant des conditions de cultures des plantules 
optimales et modulables selon les besoins expérimentaux, sur un génotype, Col-0, cultivé dans 
une condition de N (5 mM NO3

-). Ce dispositif a notamment permis de mettre en place le 
protocole d’inoculation, permettant une contamination homogène des plantules par le 
champignon. Le dispositif a ensuite été élargi à plusieurs génotypes et conditions azotées, et 
l’évaluation de l’impact du champignon sur les plantules a été effectuée, grâce à une méthode 
d’imagerie mise au point au cours de cette étude. Une fois la mise au point du dispositif 
finalisée, il a été utilisé pour évaluer la sensibilité au champignon de trois écotypes plus ou 
moins sensibles au champignon au stade rosette, en fonction de la forme et de la concentration 
en N (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- et 5 mM NO3

-). Les résultats obtenus au stade plantule ont 
enfin été comparés à des résultats obtenus au stade adulte, sur des plantes des 3 mêmes 
génotypes cultivés dans un milieu nutritif en hydroponie (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- et 5 mM 

NO3
-). Ce travail est exposé dans l’article « A new in vitro device reveals a specific influence 

of Arabidopsis nitrogen nutrition on its susceptibility to Alternaria brassicicola at the seedling 
stage », soumis à la revue Plant Methods. Des résultats complémentaires sont également 
présentés, sur l’influence du génotype, du milieu azoté et de la présence du champignon sur la 
germination des graines. 

 

III.2. Article numéro 2 : A new in vitro device reveals a specific influence of 
Arabidopsis nitrogen nutrition on its susceptibility to Alternaria brassicicola at 
the seedling stage  
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A new in vitro device reveals a specific influence of Arabidopsis nitrogen 

nutrition on its susceptibility to Alternaria brassicicola at the seedling stage 

 
Thibault Barrit, Claire Campion, Sophie Aligon, Julie Bourbeillon, David Rousseau, Elisabeth 
Planchet, Béatrice Teulat* 
Institut Agro, Univ Angers, INRAE, IRHS, SFR QUASAV, 49000 Angers, France 

*correspondence: beatrice.teulat@agrocampus-ouest.fr 
 

 

Abstract  

Background: Seedling growth is an early phase of plant development highly susceptible to 

environmental factors such as soil nitrogen (N) availability or presence of seed-borne 

pathogens. Whereas N plays a central role in plant-pathogen interactions, its role had never 

been studied during this early phase for the pathosystem Arabidopsis thaliana and Alternaria 

brassicicola, a necrotrophic seed-transmitted fungus. The aim of the present work was to 

develop an in vitro device allowing to study the impact of the fungus on A. thaliana seedling 

growth, while modulating N nutrition. 

Results: The developed device consists of square plates placed vertically and filled with 

nutrient agar medium allowing modulation of N conditions. Seeds are inoculated after sowing 

by depositing a droplet of conidial suspension. A specific semi-automated image analysis 

pipeline based on the Ilastik software was developed to quantify the impact of the fungus on 

seedling aerial development, calculating an index accounting for every aspect of fungal impact, 

namely seedling damping-off, necrosis and developmental delay. The device also permits root 

elongation to be monitored. The interest of the device was then confirmed by characterising 

how N media composition (0.1 and 5 mM of nitrate (NO3
-), 5 mM of ammonium (NH4

+)) affects 

the impact of the fungus on three A. thaliana ecotypes. Seedling development was strongly and 

negatively affected by the fungus. However, seedlings grown with 5 mM NO3
- were less 

susceptible than those grown with NH4
+ or 0.1 mM NO3

-, which differed from what was 

observed with adult plants (rosette stage). 

Conclusions: The developed device allows accurate determination of seedling growth 

characteristics (both on aerial and root parts) and symptoms. Altogether, the device could be 

used to study the impact of plant nutrition on susceptibility of various genotypes to fungi at the 

seedling stage. 

Keywords: ammonium, image analysis, necrosis, necrotrophic fungus, nitrate, root, seedling, 

symptom 
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Background 

Rapid and homogeneous seedling growth is crucial for successful crop establishment and yield. 

However, this early stage of plant development is highly susceptible to environmental 

conditions including variations of nitrogen (N) availability in the soil [1-2], as well as 

development of diseases generally caused by seed- and soil-borne plant pathogens [3-4]. 

Nitrogen plays a crucial role driving plant development, growth and yield. Nitrate (NO3
-), the 

main form and source of N absorbed by seedlings and young plants in temperate regions, also 

acts as a major signal molecule modulating plant metabolism, growth and plant defence 

responses [5]. Nitrogen uptake and metabolism are also central to plant defence mechanisms as 

they provide the material for defence compounds and allow N mobilisation away from 

pathogens [6]. For instance, the phytoalexin camalexin, which has been shown to have an effect 

in the Arabidopsis thaliana - Alternaria brassicicola interaction [7], is derived from the 

tryptophan amino acid [8]. Amino acids, including methionine, phenylalanine and tryptophan, 

are also the basis of phytoanticipins such as glucosinolates in plants of the Brassicaceae family 

[9] which, once broken down into isothiocyanates and nitriles, may be toxic to fungi, bacteria 

and insects [10]. Another important molecule involved in plant defence mechanisms and 

derived from NO3
-, is nitric oxide (NO). NO is rapidly accumulated during biotic stress 

conditions and plays a role in phytoalexin accumulation [11] and salicylic acid biosynthesis 

[12], a major pathway for plant resistance to infection leading for instance to hypersensitive 

response [13]. Nitrogen is not only vital for the plants, but also for the fungal pathogens, the 

latter being entirely dependent on plant N sources, such as NO3
-, ammonium (NH4

+) and free 

amino acids, for their growth [14]. This makes the host N metabolism a direct factor affecting 

fungal growth, by modulating the N sources available for the invader.  

The role of N on pathogenicity is unclear. Indeed, a large supply of exogenous N improves 

plant nutrition and defences but can also promote disease development, by increasing the 

availability of N compounds assimilable by the pathogen [15-16]. It has been shown that high 

N fertilisation could promote the disease [17-18] or increase host resistance [19], which would 

suggest that the role of N in the plant-pathogen interaction is complex and pathosystem specific. 

In addition to the overall availability of N, its form also plays an important role in plant-

pathogen interaction. Studies have shown that NH4
+ nutrition could increase disease severity 

compared to NO3
- [20-21], while the contrary was observed in other pathosystems [22], notably 

A. thaliana - A. brassicicola [23]. 

Until now, inorganic N fertilisers and conventional agrochemicals, such as fungicides, have 

been widely used for many years to protect seeds and seedlings against various stresses in the  
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Figure 1: Pictures of 14 days old Col-0 seedlings in vertical square plates filled with MS 

modified agar medium supplemented with 5 mM KNO3 (scale bars = 1 cm). (a) Overview of a 

square plate. (b) Seedlings treated with sterile water. (c) Seedlings inoculated with A. 

brassicicola.  

 

 

 

Figure 2: Seed contamination percentage observed 3 DAI for the immersion and droplet 

methods at different A. brassicicola conidial suspension concentrations (103, 104 and 105 

conidia per mL). Values are means of 20 seeds per biological replicate, 8 biological replicates. 

Error bars indicate standard error of the mean (SEM). 
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seedbed and to increase seedling establishment. However, the agro-ecological transition 

requires a substantial reduction of N input and seed treatment with fungicides. These practices 

would however promote the presence of seed-borne pathogens such as necrotrophic fungi on 

both seeds and seedlings. Moreover, N fertilisers do not only affect seedling growth but can 

also have different effects on disease development, shifting the balance in favour of the host or 

of the pathogen as reported at other stages of plant development [6, 17]. In this context and 

surprisingly, the impact of N fertilisation on the interaction between plants and pathogens has 

been little studied at the seedling stage and requires more investigation. 

In order to study the impact of N nutrition on plant-pathogen interaction during seedling 

development, one would need a protocol allowing symptom severity, fungus growth and 

seedling development (i.e. aerial and root parts) to be monitored, in a nutrient controlled sterile 

environment. Studies on early plant stage interaction with pathogens commonly involve an 

inoculation on seven to eighteen days old seedlings growing in soil [18, 24-25] or in a Petri dish 

[26], neither permitting the study of the interaction during germination, early seedling growth 

nor root development. In order to investigate the interaction as early as possible, the inoculation 

has to take place directly on the seeds, by placing them in contact with dry spores or by 

immersing them in an inoculum suspension [27-29]. The best option to achieve a sterile and 

controlled environment allowing to monitor both aerial and root growth seems to be the use of 

agar media [30]. A protocol combining a seed inoculation with a modular sterile agar medium 

could therefore be a good solution to study the role of N on the plant-pathogen interaction 

during seedling development. 

In the present work, we developed such a device, focusing on the interaction between the model 

plant for the Brassicacae family A. thaliana and the necrotrophic fungus A. brassicicola. A. 

thaliana is a practical and already well studied model for host-pathogen interactions [31], and 

the interaction with A. brassicicola, in particular, has been abundantly used as a model for 

diseases caused by fungal necrotrophs [32]. This fungus is responsible for the black spot disease 

on leaves of Brassicaceae plants [33], leading to important worldwide economic losses [34]. 

Infection with A. brassicicola is however not limited to the leaves, but this fungus can affect all 

aerial parts of the plant, such as siliques and seeds in particular. Such a wide infection spectrum 

constitutes an important mode of conservation and transmission of the fungal inoculum and 

therefore makes of A. brassicicola a major seed-borne disease leading to seedling damping-off 

[35-37]. The device, allowing both homogenised seed contamination and following seedling 

aerial and root development by image analysis, was firstly developed on one A. thaliana ecotype 

grown in one N nutrition medium, 5 mM NO3
-. To validate its interest for screening the impact  
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Figure 3: Scanning electron microscopy observations showing the heterogeneity of A. thaliana 

seed contamination with the immersion method compared to the droplet method, white circles 

highlighting A. brassicicola conidia. The white scale bars show 50 μm. 

(a) Seed treated with sterile water. (b) Seed inoculated with the immersion method (105 conidia. 

mL-1) showing no A. brassicicola conidia on its surface. (c) Seed inoculated with the immersion 

method (105 conidia. mL-1) presenting a cluster of conidia on its surface, (d) zoom on the 

conidia cluster. (e) Seed inoculated with the droplet method (104 conidia. mL-1) presenting 2 

conidia on its surface, (f) zoom on the conidia. 
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of the fungus on seedling growth, the protocol was then used to characterise the response to the 

fungus of three ecotypes with contrasting susceptibilities, on three N media varying in forms 

and concentration (5 mM NH4
+, 0.1 mM NO3

- and 5 mM NO3
-). Finally, the results obtained at 

seedling stage with this developed protocol were compared with behaviours at the adult stage 

(i.e. rosette). 

 

Results 

The developed device allows studying how the fungus affects seedling growth 

A new device, allowing an extensive study of the effects of the fungus on seedling growth, was 

developed (Fig. 1). Seeds of the A. thaliana Columbia (Col-0) ecotype, either treated with sterile 

water (H2O) or inoculated with the Abra43 fungus, were sown in vertical square plates on agar 

Murashige and Skoog [38] modified medium supplemented with 5 mM NO3
- (see the Methods 

section ; Fig. 1a). Using this device, seedlings can develop at least to the four-leaf stage, and 

the impact of the fungus on both seedling aerial and root system development can be monitored, 

as shown in the figures 1b and 1c with four-leaf stage seedlings treated with H2O and inoculated 

seedlings affected by the fungus, respectively. 

 

Choice of seed inoculation method 

Two methods were tested for seed inoculation with A. brassicicola: (i) seed immersion in a 

conidial suspension (103, 104 or 105 conidia per mL) and (ii) deposition of a droplet of conidial 

suspension (103 or 104 conidia per mL) on each individual seed. Results obtained at 3 days after 

inoculation (DAI) showed that the droplet method of inoculation allowed 100% of the seeds to 

be contaminated using a suspension of 104 conidia per mL contrary to the immersion method 

which allowed a lower and heterogeneous contamination rate, even with 105 conidia per mL 

(Fig. 2). In addition, even though the contamination rate is close to 100% with the immersion 

method of inoculation at 105 conidia per mL, observations of 50 seeds by scanning electron 

microscopy revealed that conidia were not homogeneously distributed on the seed surface, with 

three categories of conidia distribution (Fig. 3), seeds exhibiting either no conidia (Fig. 3b), a 

few conidia (not illustrated) or a cluster of conidia (Fig. 3c and 3d) on their surface. It is also 

important to note that symptoms on seedlings were too severe with 105 conidia per mL 

preventing the observation of seedlings at 14 DAI (data not shown), which could be explained 

by the conidial clusters, as illustrated on figures 3c and 3d. On the contrary, none of the 210 

observed seeds inoculated with the droplet method with 104 conidia per mL presented any 

cluster of conidia on their surface, but only a few scattered conidia (Fig. 3e and 3f). The droplet  
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Figure 4: Overview of the semi-automated pipeline used to detect and calculate the green and 

necrotic areas per square plate, using the ilastik software. The pipeline is divided in two steps: 

(a) a software training phase on a sample of images and (b) the analysis of every image and 

computation of the surfaces. In the training phase, blue pixels correspond to green areas, red 

pixels to necrotic areas and yellow pixels to the background.  
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method of inoculation with a suspension of 104 conidia per mL was thus chosen as it allowed a 

more homogeneous seed contamination, as well as a compromise between disease severity and 

seedling development. 

 

Development of an image analysis method to evaluate the impact of the fungus on seedling 

aerial development 

In order to evaluate the impact of the N supply condition, of the fungus and of their interaction 

on seedling aerial part growth, a method based on a semi-automated image analysis pipeline 

was developed associating the Ilastik software [39] with a Python script. The first stage of the 

process consisted in training a classification random forest model with Ilastik. Twenty-five 

representative images were selected and annotated by associating pixels to a class. Three classes 

were defined corresponding to healthy tissues (green), necrotic tissues (brown) and all other 

objects present in the image that do not correspond to aerial parts of seedlings (Fig. 4a). Once 

the model trained, it was applied to the other images to identify the healthy (green) and necrotic 

(brown) pixels of aerial parts of the seedling (leaves, cotyledons and hypocotyl) per square plate 

(Fig. 4b). Classification results were then subjected to the Python script to evaluate the areas of 

healthy and necrotic tissues and generate colour-coded final images. The model was validated 

on a technical standpoint by comparing the spatial overlap between 30 representative seedlings 

annotated by the Ilastik model or by an expert observer using the ImageJ software, as reported 

in the Methods section. 

To express the results, a healthy area index (HAI) representing the impact of the fungus on 

seedling aerial growth was developed. It depicts the percentage of healthy area variation 

between seedlings treated with H2O (HAH2O) and Abra43 (HAAbra43) and integrates both direct 

and indirect fungal effects (area deficit due to necrotic tissues and seedling growth deficit, 

respectively). 

HAI = ((HAH2O – HAAbra43)/HAH2O)*100 

The impact on the fungus was also measured using a visual rating scale (VRS) to quantify the 

symptom severity on the aerial parts of seedlings. The VRS integrated both colonisation by the 

mycelium and necrotic area, evaluated on seedlings, and was based on a score ranging from 0 

(no symptom) to 5 (100% of surface area colonised and dead seedlings) (Table 1) assigned by 

an expert observer. 

In order to find out if the HAI and the VRS produced similar results regarding the fungal effect 

on seedlings, the correlation between the two methods was investigated (Fig. 5a). If the results 

of two methods shared a similar tendency, they did not correlate very well (R2 = 0.67,  
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Table 1. Illustration and description of the visual rating scale (VRS) used to evaluate the 

symptoms observed on the aerial parts of the seedlings. The scale integrated colonization by 

the mycelium and necrotic area on cotyledon and hypocotyl criteria, and was based on a score 

ranging from 0 to 5 (no symptoms to 100%) assigned by an expert observer.  
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Figure 5: Correlation between the Ilastik-based indexes and the visual rating scale (VRS). Each 

point corresponds to the mean of three plates of 12 seedlings for a set of conditions. (a) VRS 

as a function of healthy area index, supplemented with the estimated correlation curve and R2 

coefficient. (b) VRS as a function of necrosis area index, supplemented with the estimated 

correlation curve and R2 coefficient. 
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Table 2.  

(a) Average values of green area, in square millimetres (per square plate), for Col-0, Ler or Ws 

seedlings grown on different nutritive media (5 mM NH4
+, 0.1 mM NO3

- or 5 mM NO3
-), 14 

DAI with sterile H2O. Twelve seedlings per square plate, 3 square plates per independent 

experiment, 3 independent experiments. Lowercase letters indicate a statistical difference 

between genotypes, inside a N condition. Uppercase letters indicate a statistical difference 

between N conditions, inside a genotype, for each N condition separately and for their mean. 

No letter indicates the absence of statistical difference for the comparison. The different factor 

effects and their interaction are presented at the bottom of the table, with the P-value. 

Significance of P: 0 < *** < 0.001. 

(b) Average values of green area ratio between seedlings treated with H2O and seedlings 

inoculated with Abra43, for Col-0, Ler or Ws seedlings grown on different nutritive media (5 

mM NH4
+, 0.1 mM NO3

- or 5 mM NO3
-), 14 DAI. Twelve seedlings per square plate, 3 square 

plates per independent experiment, 3 independent experiments. Lowercase letters indicate a 

statistical difference between genotypes, inside a N condition. Uppercase letters indicate a 

statistical difference between N conditions, inside a genotype, for each N condition separately 

and for their mean. No letter indicates the absence of statistical difference for the comparison. 

The different factor effects and their interaction are presented at the bottom of the table, with 

the P-value. Significance of P: 0 < *** < 0.001 < ** < 0.01. 
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exponential function, y=1.9709e0.0046), with a very uneven distribution. Another way to evaluate 

the fungal impact on seedlings, closer to what is measured with the VRS, would be the necrosis 

area index (NAI) obtained by dividing the necrosis area by the total area (necrosis + healthy 

area) of a squared plate. This index correlated better with the VRS (R2 = 0.76, power function, 

y=3.4141x0.1764; Fig. 5b) and presented a very balanced distribution, indicating that it seemed 

possible to infer the results of VRS from the measures evaluated with the Ilastik model.  

It is to note that both HAI and NAI appeared to assess the fungal impact in a more satisfactory 

way than the VRS. Firstly, VRS being based on a rating given by an observer makes it more 

qualitative and less objective than methods based on pixel quantification by a software. 

Secondly, the comparison of the two most correlated methods showed that NAI distribution of 

values evenly covered the full range of possible values (from 0 to 1) while VRS was only 

restricted to the 1.5-4 range, the two extremes of the scale being totally unused and not allowing 

for an adequate representation and discrimination of the fungal impact high variability. Finally, 

HAI was deemed superior to NAI because it was a more complete representation of the fungal 

effect on seedlings. Indeed, NAI measured solely the necrosis areas while HAI considered not 

only the necrosis areas, which are deduced of the measured healthy areas, but also the healthy 

area deficit caused by the fungal presence, seedling damping-off and non-developed organs 

mostly which are very important aspects of the fungal impact on seedlings. HAI was thus 

chosen to express the impact of the fungus on seedling growth. 

 

The new device reveals different and specific seedling susceptibility to the fungus 

depending on nitrogen conditions at the seedling stage 

The device was developed using the Col-0 ecotype on a 5 mM of NO3
- agar medium with seeds 

treated with either sterilised water or conidia suspension. To confirm whether it enables 

discriminating susceptibility to the fungus between genotypes and N growth conditions, three 

ecotypes presenting different susceptibility to the pathogen at adult stage [40] were tested on 

different media varying in concentration and form of N. The selected ecotypes were Col-0 

(resistant), Wassilewskija (Ws; susceptible) and Landsberg erecta (Ler; susceptible) which 

were grown on media in presence of 5 mM of NO3
-, 0.1 mM of NO3

- or 5 mM of NH4
+.  

 

Seedling aerial growth is affected by the fungus depending on genotype and nitrogen 

conditions  

The developed image analysis pipeline (Fig. 4) has allowed quantifying the aerial growth of 

seedlings from seeds treated with H2O by measuring their green area (HAH2O; Table 2a). In  
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Figure 6: Primary root length (PRL) variation between H2O and Abra43 seedlings at 8 and 14 

DAI, expressed as a percentage and calculated as follows: 100 * ((PRLAbra43 - PRLH2O) / 

PRLH2O). Red lines correspond to 5 mM NH4
+, green lines to 0.1 mM NO3

- and blue lines to 5 

mM NO3
-. Solid lines correspond to Col-0, dashed lines to Ler and dotted lines to Ws. Error 

bars indicate SEM. 
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absence of the fungus, seedling aerial green area was higher under 5 mM NO3
- nutrition, with 

an average of 48.7 mm2 per square plate, compared to under the two others N media (18.8 and 

15.7 mm2 in average for 5 mM NH4
+ and 0.1 mM NO3

-, respectively) (Table 2a). Significant 

differences were also found between genotypes, with Ler showing lower green leaf area than 

Col-0 and Ws under both 5 mM NH4
+ and 0.1 mM NO3

-. Then, using the calculated HAI 

allowed revealing the effect of N media on susceptibility to the fungus (Table 2b). Seedlings 

grown under 5 mM NH4
+ or 0.1 mM NO3

- were dramatically affected, with a fungal impact 

amounting for more than 80% of green area deficit for both N conditions and for all genotypes, 

compared to the H2O treated seedlings (Table 2b). On the contrary, seedlings grown under 5 

mM NO3
- were less susceptible to the fungus (green area reduced by 21% on average). It is also 

important to note the significant interaction between genotype and N nutrition for HAI, notably 

explained by the different response of genotypes under 5 mM NO3
-, with both Col-0 and Ws 

seemingly unaffected in their growth (-4% and +5% of fungal impact on green area, 

respectively), and by contrast, Ler that was highly impacted (67% reduction of green area). In 

addition to the different susceptibilities to the fungus revealed depending on N media and 

genotypes, infected seedlings grown under 5 mM NO3
- appeared particularly healthy as they 

were at the same time more developed in control conditions and less affected by the fungus. 

 

The presence of fungus also impacts primary root elongation depending on genotype and 

nitrogen conditions 

Primary root length was measured at both 8 and 14 DAI by image analysis with the Image J 

software (Table S1a and Table S1b). At 8 DAI, root length highly differed between genotypes 

(G effect), N media (N effect) as well as inoculation modalities (I effect). All interactions 

between these factors were also significant, with the G x N effect the most significant (Table 

S1a). Ler presented the shortest roots compared to Col-0 and Ws. Regarding N effect, roots 

were the shortest under 5 mM NH4
+ (7 mm in average) and the longest under 5 mM NO3

- (13.8 

mm in average). Finally, when considering all the data, the presence of the fungus negatively 

affected root elongation (-12.8% in average). This was mainly due to the NH4
+ condition where 

the reduction was the strongest for all the genotypes (-38.2% in average). For the NO3
- 

conditions, various genotype behaviours were observed in accordance with the significant 

interactions revealed (Table S1a), and this is more visible when results were expressed as an 

index of response of root length to the presence vs the absence of the fungus (Fig. 6). Indeed, 

root length was highly affected under both nitrate conditions for Ler, but not affected for Ws. 

Regarding Col-0, root length decreased in the presence of the fungus under 5 mM but increased  
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Table 3. Average values of fungal lesions for Col-0, Ler or Ws adult plants grown on different 

nutritive media (5 mM NH4
+, 0.1 mM NO3

- or 5 mM NO3
-) in a hydroponic system, 7 DAI. 

Four leaves per plant, 6 plants per independent experiment, 3 independent experiments. 

Lowercase letters indicate a statistical difference between genotypes, inside a condition of N, 

for each genotype separately and for their mean. Uppercase letters indicate a statistical 

difference between N conditions, inside a genotype, for each N condition separately and for 

their mean. No letter indicates the absence of statistical difference for the comparison. The 

different factor effects and their interaction are presented at the bottom of the table, with the P-

value. Significance of P: 0 < *** < 0.001. 
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under 0.1 mM NO3
-. This result suggested that, in some nutritive conditions, the presence of 

the fungus could have no effect or even enhance root elongation early after inoculation (Fig. 6).  

After 14 days, the same main effects were found (G, N and I effects; Table S1b). Ler was still 

the genotype presenting the shortest roots (16.2 mm compared to Col-0 and Ws, 22.1 and 24.4, 

respectively). In addition, roots were still globally the shortest under 5 mM NH4
+ (10.5 mm) 

and the longest under 5 mM NO3
- (32.4 mm), with the differences between media being 

amplified compared to 8 DAI (+50% growth for 5 mM NH4
+, +65% for 0.1 mM NO3

- and 

+135% for 5 mM NO3
-). Results also indicated that root elongation was highly affected by the 

fungus between 8 and 14 DAI (-38.3% at 14 DAI on average for all genotypes and N conditions 

compared to -12.8% after 8 DAI). This was more or less marked depending on the N medium 

(Fig. 6), the impact being stronger for seedlings grown on NH4
+ (-62%), than for those grown 

on NO3
- (-38% and -26% for 5 mM and 0.1 mM, respectively). Considering the combined 

effects, only the G x N and N x I interactions were still significant, while the G x I and G x N 

x I interactions were not significant anymore, which could be explained by the amplified main 

effect flattening the subtler differences. 

 

The new device reveals a stage specific effect of nitrogen condition on susceptibility to the 

fungus on seedlings, compared to adult plants 

To go further, findings using the developed device at the seedling stage were compared to those 

observed on adult plants (rosette stage) grown on a hydroponic system with the three studied N 

conditions (5 mM NH4
+, 0.1 mM NO3

- or 5 mM NO3
-). Leaf necrosis area was determined at 7 

DAI. Significant differences between genotypes and between N conditions were revealed 

(Table 3). The genotype Col-0 was on average significantly less susceptible than Ler and Ws 

genotypes (mean necrosis area, 0.76 mm2, 1.51 mm2 and 1.43 mm2, respectively) under almost 

all N conditions (except for the comparison with Ws under 5 mM NO3
-). This difference of 

susceptibility to the pathogen between Col-0 and Ler was also found at the seedling stage, 

whereas there was no difference at the seedling stage between Col-0 and Ws. 

When comparing N conditions, plants grown on NH4
+ were significantly less susceptible than 

those grown on NO3
- (mean necrosis area, 0.71 mm2, 1.51 mm2, and 1.42 mm2 for 5 mM NH4

+, 

0.1 mM NO3
- and 5 mM NO3

-, respectively). This difference was also found when considering 

the genotypes separately, except for Ws under 5 mM NO3
- condition. This result contrasted 

very strongly with that obtained at the seedling stage, where seedlings grown under 5 mM NH4
+ 

and 0.1 mM NO3
- were much more susceptible than those grown under 5 mM NO3

-. 
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Discussion  

A new device to study plant x pathogen interaction at the seedling stage  

A new device allowing the monitoring of seedling growth under modulating N supply as well 

as the impact of the necrotrophic fungus A. brassicicola was developed. It permitted to follow 

the kinetics of both aerial and root part growth of the seedling, from germination until at least 

the four-leaf stage, enabling the survey of seedlings at different points in time. It also allowed 

for easy sampling, the seedlings being well separated and in a clean environment (no soil on 

the roots for example). This environment, a nutrient controlled agar medium, is another 

advantage of the device enabling the study of varying nutrition regimes, N forms and 

concentrations in this work’s case. The fully sterile device suited perfectly the study of biotic 

interactions at the early stages of plant development, such as the plant-fungal pathogen 

interaction between A. thaliana and A. brassicicola featured in the present work and could be 

adapted for the study of other pathosystems. Inoculation of seedlings is in most studies carried 

out several days after sowing [18, 24-26], preventing the study of the earlier stages of the 

interaction. Seed immersion in a conidial suspension is often used to solve this problem [28, 

29] but, in our developed device, the droplet inoculation method implemented allowed for a 

more homogeneous contamination (Fig. 2). The impact of A. brassicicola on seedling growth 

was determined for both primary root elongation and seedling aerial development from image 

analyses. For the aerial development, a specific semi-automated pipeline was developed, based 

on image analyses with the Ilastik software [39] and a python script (Fig. 4). An index (HAI) 

was successfully applied to quantify the impact of the fungus on seedling development as it 

allowed accounting for every aspect of fungal impact, namely seedling damping-off, necrosis 

and developmental delay. HAI was deemed the best in our study but the pipeline for image 

analysis is flexible enough to be used for different ways of assessing the fungal effect on plants, 

depending on the pathosystem or the aim of the research (e.g. necrosis alone). The use of such 

a method to evaluate the fungal impact on seedlings appears more integrative than what is 

usually done. Indeed, studies directly inoculating the seeds commonly evaluated the infection 

percentage [26-27] or the germination rate [28], and not the subsequent seedling growth, while 

studies inoculating already grown seedlings were restricted to latter stages and evaluated the 

fungal growth and sporulation [18], often with a visual qualitative scale [24-25].  

 

Influence of nitrogen nutrition on fungal infection at the seedling stage 

Firstly, N affected aerial development in the absence of the fungus, with seedlings grown under 

5 mM NO3
- being larger than those grown under 0.1 mM NO3

- and 5 mM NH4
+ (Table 2a). This  
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was expected, because it is well known that NO3
- is a more advantageous N source than NH4

+. 

Exclusive NH4
+ nutrition can indeed result in toxicity symptoms in plants, which can lead to 

important yield losses [41], notably on A. thaliana [42]. However, the conditions in our device 

were not stressful enough to cause leaf chlorosis, a common symptom of severe NH4
+ toxicity 

[43]. Furthermore, given the importance of N in plant growth and development, reduced 

seedling growth under NO3
- deprivation conditions (0.1 mM) were also expected. The N 

concentration is so crucial in seedling growth that even in studies where the NO3
- deficiency 

was far from as strong (4 mM NO3
- for the control and 1 mM NO3

- for the low N condition), 

deprived A. thaliana seedlings still presented a 30% growth reduction [44]. Ler seedlings grown 

under 0.1 mM NO3
- and 5 mM NH4

+ were smaller than those of Col-0 and Ws, while no 

statistical difference between genotypes was highlighted for 5 mM NO3
-. This could be 

explained by a higher resistance of the two latter genotypes to stresses induced by the two 

disadvantageous N conditions. Indeed, it has been already shown that Ler seedling aerial 

growth was more impacted by NO3
- deficiency than Col-0 and Ws seedlings [44]. Concerning 

NH4
+, it has been demonstrated that even though A. thaliana was in general sensitive to NH4

+ 

toxicity, important genotypic differences were present [42], although no study appears to have 

been carried out on the three genotypes we studied. Regarding primary root growth, the global 

impact of N nutrition was similar to that found on the aerial part, with the longest primary roots 

belonging to seedlings grown on 5 mM NO3
- and the shortest to seedlings grown on 5 mM 

NH4
+. This is consistent with the NH4

+-induced repression of A. thaliana primary root growth 

reported in literature [45]. On the other hand, NO3
- is known for stimulating primary root 

growth of A. thaliana seedlings [46], while lower NO3
- concentrations led to a reduction of 

fresh root weight [44]. In our study, primary roots of Col-0 and Ws were generally longer than 

those of Ler, especially in the two NO3
- conditions. This contrasted with literature, Ws seedling 

roots being generally shorter than Col-0 and Ler ones [47], and particularly sensitive to low 

NO3
- conditions [44]. One explanation could be that in this study of Aceves-García et al. [47], 

the medium was supplemented with sucrose which is known to induce root growth of A. 

thaliana seedlings [48], to an extent that could vary between genotypes. 

The developed device highlighted the effect of N nutrition on the interaction between A. 

thaliana seedlings and the necrotrophic fungus A. brassicicola. Seedlings subjected to the 0.1 

mM NO3
- and 5 mM NH4

+ conditions were more susceptible to the fungus than those under 5 

mM NO3
- (Table 2b). While the effect of N on plant-pathogen interactions has been extensively 

studied at the adult stage [49], studies at the seedling stage are very uncommon and most appear 

to be on months to years-old tree seedlings [50-53], which makes our results at this stage a  
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novelty. The closest study was on the effect of N supply on barley seedlings inoculated with 

Erysiphe graminis f.sp. hordei [18], but the latter inoculation date (12 days after sowing) makes 

it very different from the present work. Generally, the role of N on pathogenicity can depend 

on both N concentration and N form [15-17]. In our study, higher NO3
- concentration was linked 

with less susceptibility, as it is the case of Botrytis cinerea on tomato [19], while NH4
+ nutrition 

was linked with an increase of disease severity compared to NO3
-, something that was also 

observed in the Solanum lycopersicum L. - Fusarium oxysporum and Nicotiana tabacum - 

Pseudomonas syringae interactions [20-21]. It is important to keep in mind that the effects of 

N concentration and form are pathosystem specific and can have an opposite effect on plant 

susceptibility [18, 22, 49]. High N supply commonly enhances susceptibility to biotrophs and 

hemibiotrophs while reducing that to necrotrophs [22, 54-55] which is consistent with our 

results. Finally, these results could in part be explicated by an aggravating effect of direct 

stresses caused by mineral nutrition, low N nutrition possibly weakening the plant in regard to 

defences against pathogens [55]. 

The influence of N nutrition on fungal infection was also evaluated at the rosette stage with the 

same ecotypes and nitrogen media as those studied at the seedling stage. We showed that plants 

grown on NH4
+ were significantly less susceptible than those grown on NO3

- (Table 3), which 

was consistent with a previous study we conducted with one ecotype and two N media [23]. 

The results obtained at the rosette stage thus contrasted strongly with those obtained at the 

seedling stage. The device developed to study specifically seedling growth thus allowed to 

demonstrate that N nutrition modulates the susceptibility of A. thaliana to A. brassicicola 

according to the developmental stage of the plant. Susceptibility to pathogens often vary with 

age, generally in the sense that younger plants are more susceptible, as demonstrated in 

numerous studies [56-59]. This phenomenon can be linked to leaf maturity [60] and leaf rank, 

it was for instance demonstrated that the 8th leaf of the Arabidopsis rosette was more susceptible 

to P. syringae than the 16th leaf [58]. Epidermal cuticle thickness is an important part of the 

physical barriers involved in the control of fungal penetration, consequently reducing the 

incidence of disease [61], and have been shown to increase with leaf age [62] and A. thaliana 

developmental stage [63]. Fungal tissue penetration is also affected by N nutrition. It has for 

instance been demonstrated that fungal species such as Fusarium graminearum, F. oxysporum, 

or Magnaporthe oryzae fail to penetrate cellophane membranes under NH4
+ nutrition, 

suggesting that the ability of hyphae to pierce cellulosic material is affected by NH4
+ [64]. This 

could create a synergistic effect between age and NH4
+ nutrition raising greatly the plant 

physical defences and be an explanation for the different effect of N nutrition between seedlings  
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and rosettes. It should also be noted that early seedling growth relies on both exogenous N 

supply and endogenous N resources from seed reserve mobilisation. This specificity may also 

contribute to explain the difference highlighted between the two developmental stages studied. 

Finally, in rosettes, the genotype Col-0 was on average significantly less susceptible than Ler 

and Ws, which is consistent with the literature [40]. This difference between Col-0 and Ler was 

also present at the seedling stage but, in contrast, there was no difference at the seedling stage 

between Col-0 and Ws, showing that genotype responses to A. brassicicola seem dependent on 

developmental stage.  

 

Conclusions 

A new sterile device allowing the monitoring of A. thaliana seedling growth under modulating 

N supply, as well as the impact of the necrotrophic fungus A. brassicicola, was developed. It 

enables the survey of seedlings at different points in time, in varying nutrition regimes, N forms 

and concentrations. A specific semi-automated image analysis pipeline was developed to 

quantify the impact of the fungus on seedling development. It has allowed calculating an index 

(HAI) accounting for every aspect of fungal impact, namely seedling damping-off, necrosis and 

developmental delay, as thus highlighting the influence of N nutrition on fungal infection at the 

seedling stage. Seedlings subjected to NH4
+ and lower NO3

- conditions were more susceptible 

to the fungus than those subjected to higher NO3
- conditions. The assessment of fungal impact 

on adult plants revealed that they were significantly less susceptible when grown on NH4
+, 

compared to NO3
-, which dramatically contrasted with findings at the seedling stage. Thanks to 

the device developed in this study, it has thus been possible to highlight that N nutrition 

modulates A. thaliana susceptibility to A. brassicicola depending on the plant developmental 

stage. Because primary and secondary metabolism are of critical importance to the effect of N 

in the plant-pathogen interaction, elucidation of the metabolic bases associated with seedling 

susceptibility regulated by N supply, as well as the role of endogenous N nutrients from 

mobilisation of seed reserves, should provide insight into the specific findings observed at the 

seedling stage. 

 

Methods  

Biological material 

Three ecotypes of A. thaliana (Col-0, Ler and Ws) were studied. Seeds of each genotype were 

collected from plants simultaneously grown for 13 weeks under long day conditions (16 hours  
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of light at 21°C, 8 hours of darkness at 19°C) in a growth chamber (IRHS, Angers, France). 

The A. brassicicola wild-type strain Abra43 was initially isolated from Raphanus sativus seeds 

[7], sequenced recently [65], and was routinely grown and maintained on potato dextrose agar 

at 24°C. 

 

Experimental device developed for Arabidopsis seedling growth 

To follow seedling development and fungus-induced symptoms, A. thaliana seedlings were 

grown vertically on agar nutrient medium in square plates (12×12×1.3 cm) filled with 1.2% 

agar modified MS medium (0.5 mM CaCl2, 0.5 mM MgSO4, 1 mM KH2PO4, 50 µM iron-

EDTA and 0.5 mL/L micro-elements buffered with 0.5 g/L MES (2-(N-

morpholino)ethanesulfonic acid), pH 5.7) [38], either supplemented with 5 mM NO3
- (provided 

as KNO3), 0.1 mM NO3
- or 5 mM NH4

+ (provided as NH4Cl). Twelve seeds per plate were 

sown on a plane surface obtained by cutting the medium 3 cm from the top. Before sowing, 

seeds were stratified for 3 days (in order to break their residual dormancy) and then sterilised 

by successive immersions, 5 min in ethanol 70°, 15 min in sodium hypochlorite (2.6% active 

chlorine) and three times 5 min in sterile water. Once sown, seeds were individually inoculated 

by deposit of a 1 µL droplet of conidia suspension (104 conidia per mL; Abra43 condition) or 

of sterile milli-Q water (H2O condition). The plates were then placed for 18 days in a growth 

chamber under long day conditions (16 h of light at 21°C, 8 h of darkness at 19°C). Three 

independent experiments were carried out, containing each 3 plates of 12 seedlings per set of 

conditions.  

 

Seed observation by scanning electron microscopy 

Seeds inoculated either by immersion (1 h in a 105 conidia per mL suspension or sterile milli-

Q H2O) or by deposit of a 1 µL droplet (104 conidia per mL suspension or sterile milli-Q H2O) 

were dried and observed directly by scanning electron microscopy (PhenomTM G2 Pro) in 

collaboration with the IMAC platform (IMAgerie Cellulaire; SFR Quasav, Angers, France).  

 

Image analysis 

Pictures of square plates containing seedlings were taken using a Nikon D5000 digital camera, 

in the same conditions of lighting and distance. The classification of images parts for the 

seedling aerial part analyses was performed with the Ilastik software (version 1.3.3), as 

presented in the global pipeline (Fig. 4). The training dataset was composed of 19 pictures of 

square plates (3216x2136 px) and 6 pictures of selected seedlings (from 176x328 to 1230x332  
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px). The training dataset was chosen to best represent all the variations in our data: pictures of 

seedlings from the three genotypes grown in different N conditions and inoculated with the 

fungus or not, with either homogeneity or heterogeneity in the picture regarding levels of 

disease severity or seedling size. These images were annotated by associating pixels to a class. 

Three classes were defined corresponding to healthy tissues (green), necrotic tissues (brown) 

and all other objects present in the image that do not correspond to aerial parts of seedlings. 

These annotations were then used to train Ilastik random forest model classifier. The selected 

features were the colour/intensity, the edge and the texture and the spatial scales for the 

convolution 0.70, 1.00, 1.60, and 3.50 for every feature, plus 0.30 for the colour/intensity 

feature. Once the model trained, it was applied to the other images to identify the healthy (green) 

and necrotic (brown) pixels of aerial parts of the seedling (leaves, cotyledons and hypocotyl) 

per square plate. Classification results were then subjected to a Python 3.7 script to evaluate the 

areas of healthy and necrotic tissues and generate the colour-coded final images. This script 

was based mainly on the numpy [66], scikit-image [67] and matplotlib [68] libraries. 

The pipeline was tested on 18 pictures of square plates (3216x2136 px) and 5 pictures of 

selected seedlings (from 176x328 to 1230x332 px) to assess the quality of the classification. 

The evaluation of the quality of the model was based on the comparison of the areas of 30 

representative seedlings measured by our image analysis pipeline and a ground truth 

corresponding to annotations performed manually by an expert observer with the ImageJ 

software (version 1.53k) [69]. The metric selected to measure the spatial overlap between those 

two sets of classified pixels was the classical Dice Sørensen coefficient (DSC) = 2*|A∩B| / 

|A|+|B|. The DSC then equals twice the number of elements common to both sets (|A∩B|) 

divided by the sum of the number of elements in each set (|A| + |B|). The DSC for our data was 

high (0.98), showing that there was no real difference between the model and the manual 

annotation.  

To assess the impact of variability of annotation by the expert, the random forest model was 

trained with the same dataset with new annotations. The variability found was 1.6% of surface 

on the test data set. This was found to be negligible by comparison with the biological variation 

inside the conditions. 

Regarding the root part, ImageJ (version 1.53k) [69] was used to determine the length of 

primary roots. 
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Experiments at the rosette stage  

Experiments at the rosette stage were carried out according to Barrit et al. [23]. Seeds of three 

A. thaliana ecotypes (Col-0, Ler and Ws) were sown in pots filled with soil and have been 

grown in a growth chamber (8 h light / 16 h darkness, 21°C). After 4 weeks, plants were 

transferred individually in a hydroponic system containing modified MS medium supplemented 

with 5 mM KNO3 for 2 weeks. Afterwards, plants were placed in a new hydroponic nutrient 

solution containing either 5 mM NH4
+ (provided as NH4Cl) or 0.1 mM or 5 mM NO3

- (provided 

as KNO3), as sole N source for 2 weeks. Nutritive solution was replaced every week. For plant 

infection assays, 5 μL drops of A. brassicicola (Abra43) conidia suspension (105 conidia per 

mL) were deposited on leaves from eight weeks-old plants. For control plants, 5 µL drops of 

H2O were used. Plants were then maintained under saturating humidity (100% relative 

humidity) for 2 days. Foliar symptoms were quantified at 7 DAI by measuring manually the 

lesion area surface. 

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were carried out with the R software (version 4.1.2). Parametric tests 

(ANOVA followed by Tukey’s HSD test in the case of multiple comparisons, Student’s t test 

in the case of additional side-by-side comparisons) were performed when the conditions of 

normal distribution and homogeneity of variances were met. Otherwise, nonparametric tests 

(ANOVA using permutation tests for multiple comparisons, or Wilcoxon-Mann-Whitney test 

for additional side by side comparisons) were used to test the significance of the results. 

Statistically significant differences were denoted by P < 0.05. 

 

List of abbreviations  

DAI, day after inoculation; DSC, Dice Sørensen coefficient; GABA, Gamma-aminobutyric 

acid; HAI, healthy area index; N, nitrogen; NAI, necrosis area index; PRL, primary root length; 

SEM, standard error of the mean; VRS, visual rating scale. 
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Supplemental material 

 

Table S1.  

(a) Average values of primary root length 8 DAI, in centimetres, for Col-0, Ler or Ws seedlings 

after H2O treatment or Abra43 inoculation, grown on different nutritive media (5 mM NH4
+, 

0.1 mM NO3
- or 5 mM NO3

-). Twelve seedlings per square plate, 3 square plates per 

independent experiment, 3 independent experiments. Lowercase letters indicate a statistical 

difference between genotypes, inside a condition of N and inoculation, for each genotype 

separately and for their mean. Uppercase letters indicate a statistical difference between N 

conditions, for a genotype and an inoculation condition, for each N condition separately and for 

their mean. Greek letters indicate a statistical difference between inoculation conditions, for a 

genotype and a N condition, for each inoculation condition separately and for their mean. No 

letter indicates the absence of statistical difference for the comparison. The different factor 

effects and their interaction are presented at the bottom of the table, with the P-value. 

Significance of P: 0 < *** < 0.001 < ** < 0.01 < * < 0.05.  

(b) Average values of primary root length 14 DAI, in centimetres, for Col-0, Ler or Ws 

seedlings after H2O treatment or Abra43 inoculation, grown on different nutritive media (5 mM 

NH4
+, 0.1 mM NO3

- or 5 mM NO3
-). Twelve seedlings per square plate, 3 square plates per 

independent experiment, 3 independent experiments. Lowercase letters indicate a statistical 

difference between genotypes, inside a condition of N and inoculation, for each genotype 

separately and for their mean. Uppercase letters indicate a statistical difference between N 

conditions, for a genotype and an inoculation condition, for each N condition separately and for 

their mean. Greek letters indicate a statistical difference between inoculation conditions, for a 

genotype and a N condition, for each inoculation condition separately and for their mean. No 

letter indicates the absence of statistical difference for the comparison. The different factor 

effects and their interaction are presented at the bottom of the table, with the P-value. 

Significance of P: 0 < *** < 0.001.  
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Table S1 

 



152 

  

 

Figure 7 : Courbes de germination simulées (selon le modèle Gompertz) des trois génotypes (Col-0 trait foncé, Ler trait clair, Ws trait intermédiaire) dans trois 
condition nutritives azotées (0,1mM NO3

- trait vert, 5mM NO3
- trait bleu, 5mM NH4

+ trait rouge), en présence (Abra43 ; trait pointillé et point rond) ou en 
absence (H2O ; trait plein et point carré) du champignon. Les points correspondent aux valeurs expérimentales. n = 6, trois répétitions biologiques composées 
de deux répétitions techniques de 70 graines environ. 
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III.3. Résultat complémentaire : la germination des graines est influencée par le 
génotype et le milieu nutritif azoté mais pas par la présence du champignon 

La germination des graines des trois génotypes (Col-0, Ler, Ws) a été suivie en utilisant des 
boîtes de Pétri rondes contenant les trois milieux nutritifs étudiés (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- 

et 5 mM NO3
-). Après stratification, les graines ont été inoculées par dépôt d’1 µL de suspension 

de conidies d’A. brassicicola (104 conidies / mL) ou de H2O stérile, selon Barrit et al.(soumis). 
Les courbes de cinétiques complètes de la germination sont présentées dans la Figure Y. Le 
Tableau 4 montre les valeurs et les résultats de l'anova réalisée sur le T50 (correspondant au 
temps nécessaire aux graines pour atteindre 50% de germination). La germination des graines 
diffère significativement entre les génotypes, elle est la plus rapide pour Col-0 (T50 moyen = 
26,4 h), et la plus lente pour Ler (T50 moyen = 32,4 h pour Ws et 36,5 h pour Ler), sans impact 
des modalités d'inoculation, et donc du champignon. Un effet significatif du milieu azoté a été 
mis en évidence avec une germination plus rapide des graines en condition 5 mM NH4

+ (T50 
moyen = 30,7 h) par rapport aux deux autres milieux (T50 moyen = 32,3 h). Aucun effet 
d'interaction entre les modalités étudiées n'a été trouvé. Les différences entre génotypes et 
conditions azotées révélées pour le T50 se retrouvent tout au long de la germination des graines 
(Fig. 7). Les pourcentages finaux de germination sont très élevés pour tous les génotypes dans 
toutes les conditions (98-100% à 144h de semis, Fig. 7). 

L’importante différence de vitesse de germination entre le génotype le plus rapide Col-0, le 
génotype intermédiaire Ws et le génotype le plus lent Ler, pourrait jouer un rôle dans la 
sensibilité de ces génotypes au champignon. Il est en effet possible de supposer qu’une 
germination plus précoce avantage la plante dans l’interaction, lui donnant une longueur 
d’avance dans la « course » au développement et aux armements entre la plante et le 
champignon, désavantageant donc les plantules Ler. Les graines germent par contre plus vite 
en condition 5 mM NH4

+ que dans les deux conditions NO3
-, ce qui semble aller à l’encontre 

de l’hypothèse énoncée ci-dessus. Les différences de vitesses de germination entre milieux N 
sont cependant bien plus faibles que celles entre génotypes, ce qui pourrait expliquer que les 
plantules germant en condition 5 mM NH4

+ ne sont pas moins sensibles à A. brassicicola. Le 
NO3

- favorise classiquement la germination d’A. thaliana, mais cet effet surtout lié à la 
dormance des graines (Alboresi et al., 2005) n’affecte pas nos graines stratifiées. Hendricks & 
Taylorson (1974) ont par contre montré un effet promoteur du NH4

+ sur la germination des 
plantes de la famille des Brassicacées Barbarea vulgaris et Barbarea verna. 
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Tableau 4 : Temps nécessaire aux graines pour atteindre 50% de germination (T50), en h pour les graines des deux génotypes Col-0 et Ler semées sur 

différents milieux nutritifs (5 mM NH4+, 0,1 mM NO3- ou 5 mM NO3-) après traitement par H2O stérile ou inoculation par Abra43. Les lettres en minuscule 
indiquent une différence statistique entre génotypes, à l’intérieur d’une condition azotée et d’une condition d’inoculation ou pour leur moyenne. Les lettres en 
majuscule indiquent une différence statistique entre conditions azotées, à l’intérieur d’un génotype et d’une condition d’inoculation. Les lettres indiquent une 
différence statistique au seuil α = 5%, une absence de lettre indiquant une absence de différence statistique pour la comparaison. ND = non déterminé. 

 

H2O Abra43 H2O Abra43 H2O Abra43

Col-0 25.6 ± 0.22 (c, B) 25.8 ± 0.20 (c, B) 27 ± 0.34 (c, A) 26.5 ± 0.32 (c, AB) 26.7 ± 0.19 (c, A) 26.8 ± 0.25 (c, A)

Ler 34.6 ± 0.47 (a, B) 35.5 ± 0.58 (a) 37.4 ± 0.94 (a, A) 36.7 ± 0.83 (a) 37.1 ± 0.62 (a, AB) 37.6 ± 0.97 (a)

Ws 31.3 ± 0.25 (b) 31.4 ± 0.37 (b, B) 32.7 ± 0.46 (b) 33.1 ± 0.47 (b, A) 32.7 ± 0.44 (b) 33 ± 0.22 (b, A)

T50 (h)
5 mM NH4

+
0,1 mM NO3

-
5 mM NO3

-

Effet Génotype (G) <2e-16 ***

Effet Azote (N) <2e-16 ***

Effet Inoculation (I) 0.8039

Effet G x N 0.5742

Effet G x I 0.8824

Effet N X I 0.5105

Effet G x N x I 0.7426

Moyenne des conditions G
Col-0 Ler Ws

26.4 ± 0.13 (c) 36.5 ± 0.34 (a) 32.4 ± 0.19 (b)

Moyenne des conditions N
5 mM NH4

+
0,1 mM NO3

-
5 mM NO3

-

32.2 ± 0.75 32.3 ± 0.76 30.7 ± 0.67

Moyenne des conditions I
H2O Abra43

31.8 ± 0.61 31.7 ± 0.59
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III. 4. Conclusion  

Un nouveau dispositif in vitro en condition stérile a été développé pour permettre l’étude de 
l'impact du champignon A. brassicicola sur la croissance des plantules d'A. thaliana, tout en 
modulant leur nutrition azotée. Il consiste en des boîtes carrées placées verticalement et 
remplies d'un milieu nutritif gélosé permettant de moduler les conditions d'azote, les graines 
étant inoculées après semis par dépôt d’une gouttelette de suspension conidienne sur chaque 
graine. Un protocole spécifique d'analyse d'image semi-automatique a été développé pour 
quantifier l'impact du champignon sur le développement des plantules (parties aériennes). Il a 
permis de calculer un indice, HAI (Healthy Area Index), par comparaison des surfaces saines 
des plantules en absence et en présence d’A. brassicicola. Cet indice prend indirectement en 
compte l’intégralité des aspects de l'impact du champignon sur les parties aériennes (à savoir la 
mort des plantules, les surfaces nécrosées et le retard de développement des plantules induit par 
la présence du champignon), mettant ainsi en évidence l'influence de la nutrition azotée de la 
plante sur l'infection fongique au stade plantule. Les plantules cultivées en condition NH4

+ et 
en concentration faible de NO3

- (0,1 mM) se sont révélées plus sensibles au champignon que 
celles cultivées à une concentration élevée de NO3

- (5 mM). Cette étude au stade plantule a été 
réalisée avec 3 génotypes, et a permis de mettre en évidence la sensibilité plus importante du 
génotype Ler au champignon, par rapport aux deux génotypes Col-0 et Ws. La vitesse de 
germination des graines pourrait participer à la plus grande sensibilité de Ler au stade plantule, 
sa germination étant en effet plus lente que celle des deux autres génotypes, entrainant 
potentiellement un retard dans son développement et dans l’induction de ses réponses de 
défenses. Enfin, afin de comparer l’influence de la nutrition azotée entre les stades plantule et 
adulte (rosette), une nouvelle analyse, complémentaire à la première (Barrit et al., 2022) a été 
effectuée sur des plantes adultes au stade rosette, avec les mêmes génotypes et dans les mêmes 
conditions de nutrition que les plantules. Cette analyse élargie confirme les résultats de la 
première étude précédente. Ainsi, les plantes adultes sont moins sensibles à A. brassicicola en 
condition NH4

+ par rapport aux conditions de NO3
-, ce qui contraste fortement avec les résultats 

obtenus au stade plantule. Il a donc été possible, grâce au dispositif développé, de mettre en 
évidence un résultat inédit, à notre connaissance : l’effet de la nutrition azotée sur la sensibilité 
d'A. thaliana à A. brassicicola dépend du stade de développement de la plante. Or, l’effet de la 
nutrition azotée sur la sensibilité des plantes dépend de nombreux mécanismes moléculaires 
(Sun et al., 2020). Il convient donc d’étudier ces mécanismes chez A. thaliana au stade plantule, 
à la fois dans l’objectif d’expliquer l’effet de la nutrition azotée sur la sensibilité au stade 
plantule, et d’expliquer les différences entre les deux stades de développement. Ces résultats 
sont présentés dans le chapitre suivant. 
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Chapitre IV. Variations du métabolisme primaire et secondaire 
des graines et des plantules associées aux différences de 
sensibilité révélées au stade plantule 

 

IV.1. Introduction  

 

Les résultats présentés jusqu’ici ont démontré l’existence d’un effet de la nutrition N (forme et 
concentration) sur l’interaction entre A. thaliana et A. brassicicola. La mise au point d’un 
dispositif permettant d’étudier l’impact du milieu nutritif azoté de la plante sur ce pathosystème 
au stade plantule a permis de mettre en évidence que son impact, et donc que le rôle du N dans 
la sensibilité au pathogène, dépend du stade de développement de la plante. En effet, nous avons 
montré que les plantes adultes sont plus sensibles au pathogène en condition NO3

- (et ceci, pour 
les deux concentrations testées) qu’en condition NH4

+, alors qu’une concentration élevée en 
NO3

- diminue la sensibilité des plantules au champignon. Le métabolisme de la plante, d'une 
importance capitale pour l'effet de N dans l'interaction plante-pathogène, a été étudié 
précédemment sur ce pathosystème au stade rosette (chapitre 1). Dans le présent chapitre, l’effet 
de l’azote sur l’interaction est cette fois étudié au stade plantule. Ce type d’étude est inédite à 
ce jour, à notre connaissance. L’abondance de métabolites associés au métabolisme primaire 
du C et du N et au métabolisme secondaire associé aux défenses de la plante (en particulier les 
polyamines, la camalexine et les glucosinolates) a été étudiée chez des plantules cultivées dans 
les différentes conditions de milieu N étudiées précédemment (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- et 5 

mM NO3
-). Les génotypes Col-0 et Ler ont été choisis pour cette étude, en raison de leur 

sensibilité contrastée à A. brassicicola, Ler étant plus sensible au stade plantule comme au stade 
rosette, résultat possiblement influencé (au stade plantule) par leur différence de vitesse de 
germination. La composition des graines des deux génotypes a également été analysée, afin 
d’identifier les métabolites initialement présents dans les graines pouvant contribuer à expliquer 
les différences génotypiques de sensibilité au pathogène observées ensuite au stade plantule, 
que ce soit pour des aspects nutritifs ou de défense. Le travail présenté dans ce chapitre fera par 
la suite l’objet d’un article, en cours de préparation. 
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IV. 2 Matériel et Méthodes 

 

IV.2.1 Matériel biologique 

Les graines des deux écotypes sélectionnés (Col-0 et Ler) proviennent du même lot que celui 
qui a servi pour les expériences présentées dans le chapitre 2. Ce lot provient de plantes 
cultivées simultanément pendant 13 semaines dans des conditions de jour long (16 h de lumière 
à 21°C, 8 h d'obscurité à 19°C) dans une chambre de culture (IRHS, Angers, France). La souche 
d’A. brassicicola utilisée est la souche sauvage Abra43, initialement isolée à partir de graines 
de Raphanus sativus (Sellam et al., 2007 ; Belmas et al., 2018), multipliée par repiquage sur un 
milieu PDA (potato dextrose agar ; composition en g / L : extrait de pomme de terre 4, glucose 
20, agar bactériologique 15) et cultivée à 24°C. 

 

IV.2.2 Culture des plantules et inoculation par le champignon 

Selon le protocole développé dans ce travail de thèse (Barrit et al., soumis), les plantules ont 
été cultivées sur milieu nutritif gélosé (1,2% agar) dans des boîtes carrées (12×12×1,3 cm) 
placées à la verticale et remplies d’un milieu MS modifié (0,5 mM CaCl2, 0,5 mM MgSO4, 1 
mM KH2PO4, 50 µM de fer-EDTA et 0,5 mL/L de microéléments, tamponné avec 0,5 g / L de 
MES (acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique), pH 5,7; Murashige & Skoog, 1962), complété 
par 5 mM de NO3

- (fourni sous forme de KNO3), 0,1 mM de NO3
- ou 5 mM de NH4

+ (fourni 
sous forme de NH4Cl). Douze graines ont été semées par boîte sur une surface plane obtenue 
en coupant le milieu nutritif à 3 cm du sommet. Les graines ont été stratifiées (à 4°C pendant 3 
jours) avant le semis (afin de rompre leur dormance résiduelle) puis stérilisées par immersions 
successives, 5 min dans de l'éthanol 70°, 15 min dans de l'hypochlorite de sodium (2,6% de 
chlore actif) et trois fois 5 min dans de l'eau stérile. Une fois semées, les graines ont été 
inoculées individuellement par dépôt d'une gouttelette de 1 µL de suspension de conidies (104 
conidies par mL ; condition Abra43) ou d'eau milli-Q stérile (condition H2O). Les boîtes ont 
ensuite été placées pendant 14 jours dans une chambre de culture en conditions de jour long (16 
h de lumière à 21°C, 8 h d'obscurité à 19°C). Trois expériences indépendantes ont été réalisées, 
contenant chacune 50 boîtes de 12 plantules par condition (soit 600 boîtes et 7200 plantules par 
expérience indépendante). 
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IV.2.3 Analyse d’images pour l’évaluation de la surface verte et de l’impact du 
champignon sur le développement de la partie aériennes des plantules 

Six photos des boîtes carrées contenant les plantules ont été prises, par condition et par 
expérience indépendante (soit 72 images par expérience indépendante), à l'aide d'un appareil 
photo numérique Nikon D5000, dans les mêmes conditions d'éclairage et de distance. Les 
analyses de ces images ont été effectuées selon le protocole développé par Barrit et al. (soumis). 
La classification des images pour l'analyse des parties aériennes des plantules a été réalisée avec 
le logiciel Ilastik (version 1.3.3). Les images choisies pour entrainer le modèle ont été annotées 
en associant les pixels à une classe. Trois classes ont été définies correspondant aux tissus sains 
(vert), aux tissus nécrosés (brun) et à tous les autres objets présents dans l'image qui ne 
correspondent pas aux parties aériennes des plantules. Une fois le modèle entraîné, il a été 
appliqué aux autres images pour identifier les pixels sains (verts) et nécrotiques (bruns) des 
parties aériennes de la plantule (feuilles, cotylédons et hypocotyle) présents dans chaque boîte 
carrée. Les résultats de la classification ont ensuite été soumis à un script Python 3.7 pour 
évaluer les zones de tissus sains et nécrosés et générer les images finales codées en couleur. 
L’indice HAI, défini par Barrit et al. (soumis), a ensuite été utilisé pour évaluer l’impact du 
champignon sur le développement des plantules. 

 

IV.2.4 Dosages de métabolites dans les graines 

IV.2.4.1 Dosage des acides aminés et des acides organiques, des sucres solubles et 
anions inorganiques et de l’ion ammonium dans les graines 

Un même protocole d’extraction a été utilisé pour les dosages des AA, des AO, des sucres et 
des ions. Les échantillons de graines stockés à -80°C ont été lyophilisés pendant 24h, pesés (30 
mg de matière sèche en moyenne) puis broyés au broyeur à billes. Un mix contenant 400 μL de 
méthanol, 1 mL de chloroforme et 400 μL d’eau milli-Q a été ajouté dans chaque tube. Les 
standards internes (60,8 μL de αABA à 2,5 mM et 60,8 μL d’acide phtalique à 2,5 mM) sont 
ensuite ajoutés aux tubes afin de servir de référence pour les dosages d’AA et d’AO. Après 
centrifugation, le surnageant (phase eau/méthanol) est récupéré puis la phase liquide est 
évaporée par passage au SpeedVac (Genevac), le culot ayant ensuite été resolubilisé dans 500 
µL d’eau ultra-pure. Enfin, le contenu des tubes est filtré à 0,45 μm.  

Dans le cas de l’analyse des AA et des AO détectés par GC-MS (chromatographie en phase 
gazeuse couplée à la spectrométrie de masse), les extraits filtrés sont séchés sous vide pour être 
ensuite dérivés. Une fois le culot sec, 50 μL de solution d’hydrochlorure de methoxyamine dans 
de la pyridine (20 mg / mL) sont ajoutés dans chaque tube, qui sont ensuite laissés à dériver 90 
min à 30°C au bain à sec. Cette étape permet de protéger les fonctions cétone de la dégradation. 
L’étape suivante consiste à ajouter 50 μL de MTBSTFA (N-tert-Butyldiméthylsilyl-N- 
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méthyltrifluoroacétamide) dans chaque tube, puis à laisser dériver les tubes 30 min à 70°C au 
bain à sec. Le MTBSTFA se fixe aux fonctions acide, amine et thiol et permet la volatilisation 
des composés. Enfin, le contenu des tubes est transféré dans un flacon avec insert GC-MS et 
placé dans un système de GC-MS Scion SQ 436-GC (Scion Instruments, Amundsenweg, Pays-
Bas ; Bruker, Billerica, Etats-Unis). Trois expériences indépendantes correspondant en 
moyenne à 30 mg de matière sèche ont été réalisées.  

Pour les dosages de sucres solubles et d’anions inorganiques détectés par HPLC 
(chromatographie en phase liquide à haute performance), les extraits sont dilués au dixième 
avant d’être injectés dans l’HPLC (Dionex, Sunnyvale). Un standard interne est ajouté aux 
échantillons dans le cas des sucres, le mélézitose (160 µg/mL). Six expériences indépendantes 
correspondant en moyenne à 30 mg de matière sèche ont été réalisées.  

Les ions ammonium ont été dosés dans les graines par dosage colorimétrique, selon la méthode 
de Vega-Mas et al. (2015). Dans une microplaque spectrométrique à fond plat (96 puits), 50 μL 
d'extraits ont été mélangés avec, dans l'ordre, 100 μL de phénoxyde de sodium (330 mM) 
dissous dans du NaOH (160 mM, pH ≈ 13), 50 μL de nitroprussiate de sodium (0,02%) et 100 
μL d'hypochlorite de sodium (0,2%). L'absorbance à 635 nm a été mesurée après 30 min 
d'incubation à température ambiante. La teneur en NH4

+ a été établie grâce à une gamme-étalon, 
de 0 à 10 mM, préparée à partir d’une solution de sulfate d’ammonium. Trois expériences 
indépendantes correspondant en moyenne à 30 mg de matière sèche ont été réalisées en 
duplicat. 

IV.2.4.2 Dosage des huiles et des acides gras dans les graines 

Ces dosages ont été effectués en collaboration avec le Laboratoire de Chimie Agroindustrielle 
(LCA, Université de Toulouse, INRA, de Toulouse) (O. Merah), selon le protocole publié par 
Roche et al. (2019). La détermination de la composition en acides gras a été effectuée en 
fonction de la solubilité de l'huile dans le TerButylMéthyl Ether (ME0552, Scharlab, Barcelone, 
Espagne) selon la méthode (Norm ISO 5509, 1990), qui permet la transformation des acides 
gras en esters méthyliques. Les échantillons de graines (150 mg par échantillon) ont été broyés 
dans 5 mL de TerButylMéthyl Ether puis filtrés à travers un filtre GPH de 13 mm de diamètre. 
Sur la base de la norme NF EN ISO 12966-3, 100 mL du filtrat ont été mélangés à 50 mL 
d'hydroxyde de triMéthylSulfonium 0,2 M dans du méthanol (Macherey-Nagel, Hoerdt, 
France). Ceci a permis d'obtenir un mélange dont 1 mL a été injecté dans le chromatographe 
GC-3800 (Varian 3900, Palo Alto, Milpitas, CA, USA) associé à un détecteur à ionisation de 
flamme (FID) et équipé d'une colonne capillaire CP Select CB 50 m (diamètre : 0,25 mm). La 
température du four, initialement maintenue à 185°C pendant 40 min, a ensuite augmenté de 
15°C par min jusqu’à atteindre 250°C, température maintenue pendant 10 min. Les 
températures de l'injecteur et du détecteur ont été fixées à 250°C. Un mélange standard connu 
d'esters méthyliques d'acide gras d'huile de colza (Supelco, Bellefonte, PA, USA) a été utilisé  
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comme standard externe et a servi à doser les esters méthyliques d'acide gras des échantillons, 
par comparaison des temps de rétention. Trois extractions et dosages ont été réalisés par 
génotype de graine. 

IV.2.4.3 Dosage de la camalexine et des glucosinolates dans les graines 

La camalexine et les glucosinolates (GLS) présents dans les graines ont été dosés grâce à une 
méthode mise au point dans le cadre d’une collaboration avec le plateau PHYTO de la SFR 
Quasav et le SONAS (D. Bréard, D. Guilet) (projet BRAF (BRassicacées, Alternaria, 
déFenses), financé par l’appel à projet « Projets Expérimentaux » de la SFR QuaSav). Cette 
méthode décrite par Bréard et al.  (en révision pour publication dans Journal of Chromatography 
B) consiste en une extraction simultanée assistée par ultrasons, une purification sur une colonne 
échangeuse d'anions et une détermination par HPLC-UV-MS pour les GLS, et HPLC couplée 
à un détecteur de fluorescence (HPLC-FLD) pour la camalexine. L'applicabilité de la méthode 
a été évaluée par l'identification et la quantification des GLS (totaux et individuels) et de la 
camalexine dans différents genres de Brassicaceae, différents génotypes d'A. thaliana, graines 
comme feuilles, inoculés ou non avec le champignon pathogène, A. brassicicola. Trois 
expériences indépendantes (30 mg de matière sèche par expérience en moyenne) ont été 
réalisées. 

 

IV.2.5 Dosages de métabolites dans les plantules 

Les échantillons des parties aériennes des plantules ayant servi pour toutes les expérimentations 
ont été récoltés 14 jours après semis et inoculation, et stockés à -80°C, à partir des 3 expériences 
indépendantes réalisées.  

IV.2.5.1 Proportions atomiques de carbone, d’azote et de soufre dans les plantules 

Les échantillons ont été lyophilisés, broyés, puis pesés de sorte à déposer 1 mg de matière par 
échantillon dans des capsules d'étain. La teneur élémentaire en carbone, soufre et azote (% C, 
% S, % N) et la composition isotopique du carbone, du soufre et de l'azote (δ13C, δ34S, δ15N) 
ont été mesurées dans les échantillons avec un analyseur élémentaire CHONS (Vario-EA 
PYROcube Elementar, Langenselbold, Allemagne) couplé à un spectromètre de masse à 
rapport isotopique (IRMS Isoprime PrecisIon Elementar, Langenselbold, Allemagne). Les 
décalages éventuels des valeurs IRMS brutes ont été corrigés à l'aide de normes internationales 
IEAE (caféine IAEA-600, IAEA Vienne) et de normes maison (mélange saccharose-
méthionine-glycine (SMG) et étalonné par rapport à la caféine IAEA-600 et Ag2S IAEA-S-1, 
pour les isotopes C, N et S). 
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IV.2.5.2 Extraction des métabolites des plantules pour la dérivation et le dosage des AA, 

AO, sucres solubles et polyamines par GC-MS 

Un nouveau protocole de GC-MS a été développé pour l’analyse sur plantules, permettant le 
dosage de davantage de métabolites, et notamment des polyamines. L’extraction a commencé 
par la pesée puis le broyage au broyeur à billes de 30 mg de matière fraîche congelée. Sont 
ajoutés aux échantillons 1 mL de méthanol / eau milli-Q (80 / 20) contenant du ribitol 2,5 mM. 
Les échantillons ont été chauffés 15 min à 63°C, centrifugés, et 900 µL de surnageant ont été 
prélevés. Le contenu des tubes a été séché sous vide, et la dérivation des échantillons a 
commencé. Une fois le culot sec, 40 μL de pyridine avec hydrochlorure de methoxyamine (40 
mg / mL) ont été ajoutés dans chaque tube, qui ont ensuite été laissés à dériver 2 h à 37°C. 
L’étape suivante a consisté à ajouter 40 μL de MTBSTFA (N-tert-Butyldiméthylsilyl-N-
méthyltrifluoroacétamide) avec alcane n-connecticut (2 µL) dans chaque tube, puis à laisser 
dériver les tubes 30 min à 37°C. Enfin, le contenu des tubes a été transféré dans un flacon avec 
insert GC-MS et placé dans un système de GC-MS Scion SQ 436-GC (Scion 
Instruments, Amundsenweg, Pays-Bas ; Bruker, Billerica, Etats-Unis). 

 

IV.2.5.3 Dosage des anions inorganiques et de l’ammonium dans les plantules  

Le protocole pour ces dosages est à quelques détails près identique à celui utilisé pour les 
graines (cf §IV.2.4.1.). Les échantillons sont dans un premier temps lyophilisés pendant 24h, 
puis la matière sèche est pesée (50 mg en moyenne) et les échantillons sont broyés au broyeur 
à billes. Un mix contenant 400 μL de méthanol, 1 mL de chloroforme et 400 μL d’eau milli-Q 
est ajouté dans chaque tube. Après centrifugation, le surnageant (phase eau / méthanol) est 
récupéré puis la phase liquide est évaporée par passage au SpeedVac (Genevac), le culot étant 
ensuite resolubilisé dans 1 mL d’eau ultra-pure. Enfin, le contenu des tubes est filtré à 0,20 μm. 

Pour les dosages d’anions inorganiques, 150 µL d’extraits non dilués sont déposés dans un vial 
avant injection dans l’HPLC (Dionex, Sunnyvale, Etats-Unis).  

Pour les dosages de l’ammonium, le même protocole que pour les dosages dans les graines a 
été utilisé. 
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IV.2.6 Mesure de l’expression des gènes de plante et de champignon par RT-
qPCR 

Pour l'extraction de l'ARN total, les parties aériennes des plantules (mêmes pool d’échantillons 
que pour les dosages métaboliques, environ 30 mg de matière fraîche) ont été broyées dans 
l'azote liquide. La poudre homogène ainsi obtenue a été traitée avec du Trizol Reagent (Ambion, 
Austin, Etats-Unis) selon le protocole du fabricant. Après traitement à la DNAse (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, Etats-Unis), l’obtention des ADNc s’est faite par transcription 
inverse de 1 μg d'ARN, réalisée en ajoutant dans les tubes 6 μL de iScript RT supermix5X (Bio-
rad). Ces tubes sont ensuite placés au thermocycleur selon le cycle suivant : une étape de 
priming (5 min à 25°C) suivie d’une étape de transcription inverse (20 min à 46°C) et enfin 
d’une étape d’inactivation de la transcriptase inverse (1 min à 95°C). La PCR quantitative 
(qPCR) a été réalisée en utilisant le SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (nom du 
fabricant), en suivant strictement les instructions du fabricant. Trois réplicats sont réalisés par 
condition et par gène. Les échantillons sont ensuite placés dans un système de détection qPCR 
en temps réel CFX96TM (Bio-rad). Le programme utilisé est le suivant : 1 cycle d’activation 
de l’enzyme polymérase (30 s à 95°C) suivi de 40 répétitions des étapes de dénaturation (10 s 
à 95°C) et d’hybridation/élongation (10 s à 60°C). Enfin, une courbe de fusion de 65°C à 95°C 
est réalisée (augmentation de 0,5°C toutes les 5 s) afin de s’assurer qu’il n’y a bien qu’un seul 
produit d’amplification. L’actine et l’ubiquitine sont utilisées comme gènes de référence pour 
évaluer l’expression des différents gènes de la plante, alors que pour le champignon, ce sont les 
gènes de l’actine et de la tubuline qui ont été utilisés.  La valeur d’expression d’un gène est 
obtenue grâce à la formule : 2- (CT gène d’intérêt – CT moyenne des deux gènes de référence). Les séquences 
d'amorces séquences d'amorces utilisées pour la RT-qPCR sont listées dans le tableau S1. 

 

IV.2.7 Statistiques 

Les comparaisons statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (version 4.1.2). Des tests 
paramétriques (ANOVA suivie du test HSD de Tukey en cas de comparaisons multiples, test t 
de Student en cas de comparaisons deux à deux) ont été réalisés lorsque les conditions de 
distribution normale et d'homogénéité des variances étaient remplies. Sinon, des tests non 
paramétriques (ANOVA utilisant des tests de permutation pour les comparaisons multiples, ou 
test de Wilcoxon-Mann-Whitney pour les comparaisons deux à deux) ont été utilisés pour tester 
la signification des résultats. Les différences statistiquement significatives ont été indiquées par 
P < 0,05. Le calcul des p-value utilisées pour les analyses multivariées (ACP pour les graines 
et volcano plot pour les plantules) ont également été réalisés grâce au logiciel R. Les ACP et la 
Heatmap correspondant aux dosages sur plantules ont été réalisées grâce à MetaboAnalyst 5.0 
(Pang et al., 2021). Le clustering des métabolites pour la Heatmap a été établi par la méthode 
de Ward, avec une mesure de la distance euclidienne. Enfin, l’OPLS et le calcul des p(corr) ont 
été effectués sur le logiciel SIMCA (Sartorius, Göttingen, Allemagne). 



170 

  

Tableau 1 : Valeurs moyennes de la surface verte (en mm2 carrés ± SEM, et par boîte), pour les plantules 
Col-0 et Ler cultivées sur différents milieux nutritifs (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- ou 5 mM NO3

-), traitées 
avec de l’eau, 14 jours après la date de traitement. Douze plantules par boîte, 6 boîtes par expérience 
indépendante, 3 expériences indépendantes. Les lettres en minuscule indiquent une différence 
statistiquement significative entre génotypes, à l’intérieur d’une condition azotée. Les lettres en 
majuscule indiquent une différence statistique entre conditions azotées, à l’intérieur d’un génotype, pour 
chaque condition azotée et pour leur moyenne. Une absence de lettre indique une absence de différence 
statistique pour la comparaison. Les différents effets des facteurs et leurs interactions sont présentés en 
bas du tableau, avec leur p-value. Significativité de P : 0 < *** < 0,001 < ** < 0,01 < * < 0,05.   
 

 

 

 

 

Tableau 2 : Valeurs moyennes de l’impact du champignon sur le développement des plantules, 
exprimées en tant que ratio (en pourcentage ± SEM) de surface verte entre plantules traitées avec H2O 
et plantules inoculées avec Abra43, pour les plantules Col-0 et Ler cultivées sur différents milieux 
nutritifs (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- ou 5 mM NO3

-), 14 jours après inoculation (JAI). Douze plantules 
par boîte, 6 boîtes par expérience indépendante, 3 expériences indépendantes. Les lettres en minuscule 
indiquent une différence statistique entre génotypes, à l’intérieur d’une condition azotée, pour chaque 
génotype et pour leur moyenne. Les lettres en majuscule indiquent une différence statistique entre 
conditions azotées, à l’intérieur d’un génotype, pour chaque condition azotée et pour leur moyenne. Une 
absence de lettre indique une absence de différence statistique pour la comparaison. Les différents effets 
des facteurs et leurs interactions sont présentés en bas du tableau, avec leur p-value. Significativité de 
P : 0 < *** < 0,001. 

 

 

 

Surface verte (mm
2
) 5 mM NH4

+
0.1 mM NO3

-
5 mM NO3

-
Moyenne des génotypes

Col-0 27.1 ± 2.1 (a, B) 27.5 ± 1.3 (a, B) 133.6 ± 22.5 (A) 62.7 ± 11.7

Ler 15.3 ± 1.3 (b, B) 19.7 ± 2.1 (b, B) 93.1 ± 15.5 (A) 42.7 ± 9.0

Moyenne des conditions azotées 21.2 ± 1.8 (B) 23.6 ± 1.4 (B) 113.3 ± 14.3 (A) 52.7 ± 7.7

Effet Génotype (G) 0.02606 *

Effet Azote (N) <2e-16 ***

Effet G x N 0.42821

Impact du champignon (%) 5 mM NH4
+ 0.1 mM NO3

- 5 mM NO3
- Moyenne des génotypes

Col-0 93.5 ± 3.2 (A) 81.5 ± 4.6 (b, A) 51.8 ± 9.5 (b, B) 75.6 ± 4.8 (b)

Ler 93.9 ± 2.1 (A) 92.8 ± 2.0 (a, A) 71.0 ± 4.8 (a, B) 85.9 ± 2.3 (a)

Moyenne des conditions azotées 93.7 ± 1.8 (A) 87.1 ± 2.4 (A) 61.4 ± 5.6 (B) 80.7 ± 2.6

Effet Génotype (G) <2e-16 ***

Effet Azote (N) <2e-16 ***

Effet G x N 0.5950



171 

  

IV.3 Résultats 

 

IV.3.1. Influence du milieu azoté et du génotype sur le développement des 
plantules et l’impact du champignon 

 

Le Tableau 1 présente les résultats de surface verte aérienne des plantules correspondant aux 
expérimentations analysées dans ce chapitre et spécifiquement dédiées aux analyses 
moléculaires. Les plantules cultivées en présence de 5 mM NO3

- présentent globalement une 
surface verte plus importante (113,3 mm2 en moyenne) que celles cultivées en présence de 5 
mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
- (respectivement 21,2 et 23,6 mm2 en moyenne). Les mêmes résultats 

sont obtenus en considérant chacun des deux génotypes étudiés séparément. De plus, la surface 
verte des plantules Col-0 est aussi plus importante que celle des plantules Ler en condition 5 
mM NH4

+ (27,1 vs 15,3 mm2) et 0,1 mM NO3
- (27,5 vs 19,7 mm2), la comparaison globale des 

moyennes des génotypes ne permettant par contre pas de mettre en évidence une différence. 
Enfin, il n’y a aucune interaction entre génotype et milieu azoté pour ce caractère.  

Les résultats d’impact du champignon sur le développement des plantules, estimé grâce à 

l’indice HAI sont présentés dans le Tableau 2. Comme dans le cas des expérimentations menées 
pour la mise au point du pathosystème, l’impact du champignon est influencé par la nutrition 
azotée, les plantules cultivées en condition 5 mM NO3

- étant moins sensibles que celles 
cultivées en condition 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-, que ce soit pour les deux génotypes pris 

séparément ou globalement (HAI = 61.4% pour 5 mM NO3
-, 93.7% pour 5 mM NH4

+ et 87,1% 
pour 0,1 mM NO3

-). Les différences entre génotypes sont également à nouveau observées, les 
plantules du génotype Col-0 étant moins sensibles au champignon que les plantules Ler, en 
particulier sous régime nutritif NO3

- (0,1 ou 5 mM). Enfin, aucune interaction entre génotype 
et milieu azoté n’est présente.  

En conclusion, les différences statistiques entre milieux et génotypes pour la surface verte et 
l’impact du champignon observées correspondent bien à ce qui avait été obtenu lors des 
expériences présentées dans le chapitre précédent, témoignant de la répétabilité de ces résultats 
et donc de la fiabilité du dispositif.  
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Tableau 3 : Masse moyenne des graines sèches pour les deux génotypes Col-0 et Ler (en µg ± SEM).  

Génotype Masse sèche d’une graine (µg) 

Col-0 19.69 ± 0.17 

Ler 18.48 ± 0.30 

 

 

Tableau 4 : Teneurs en acides aminés et en acides organiques dosés dans les graines des deux génotypes 
Col-0 et Ler (en µmol / g MS ± SEM). Les lettres indiquent une différence statistique au seuil α = 5% 
pour chaque comparaison génotypique, une absence de lettre indiquant une absence de différence. ND 
= non déterminé.  

 

 

 

Teneur en AA et AO (µmol / g MS) Col-0 Ler

Alanine 0.87 ± 0.07 (b) 1.56 ± 0.11 (a)

Arginine ND ND

Asparagine 0.74 ± 0.03 (b) 1.58 ± 0.06 (a)

Aspartate 0.94 ± 0.08 0.70 ± 0.06

Cystéine ND ND

GABA 0.14 ± 0.00 (b) 0.26 ± 0.02 (a)

Glutamate 2.71 ± 0.17 3.27 ± 0.23

Glutamine 0.18 ± 0.07 (b) 0.58 ± 0.05 (a)

Glycine 0.14 ± 0.01 0.32 ± 0.05

Histidine ND ND

Isoleucine 0.15 ± 0.00 (b) 0.30 ± 0.02 (a)

Leucine 0.13 ± 0.00 (b) 0.27 ± 0.03 (a)

Lysine ND ND

Méthionine 0.14 ± 0.00 0.16 ± 0.01

Phénylalanine 0.13 ± 0.00 0.20 ± 0.02

Proline 1.18 ± 0.17 (b) 4.30 ± 0.47

Sérine 0.53 ± 0.01 (b) 1.00 ± 0.12 (a)

Thréonine 0.76 ± 0.22 1.48 ± 0.30

Tryptophane 0.17 ± 0.00 0.18 ± 0.01

Tyrosine 0.15 ± 0.00 0.16 ± 0.01

Valine 0.26 ± 0.00 (b) 0.52 ± 0.03 (a)

Total AA 9.35 ± 0.38 (b) 16.86 ± 1.35 (a)

α-Cétoglutarate 0.14 ± 0.01 0.14 ± 0.01

Citrate 2.21 ± 0.21 2.20 ± 0.03

Fumarate 5.20 ± 0.14 5.39 ± 0.12

Isocitrate 0.16 ± 0.00 0.16 ± 0.01

Malate 5.43 ± 0.54 9.34 ± 1.30

Pyruvate 0.30 ± 0.03 0.28 ± 0.02

Succinate 0.32 ± 0.01 (b) 0.48 ± 0.02 (a)

Total AO 13.76 ± 0.72 (b) 17.99 ± 1.14 (a)

Total AA + AO 23.11 ± 0.90 (b) 34.85 ± 0.71 (a)
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IV.3.2. Analyse de la composition des graines des deux génotypes Col-0 et Ler 

 

La teneur en différents métabolites, (i) appartenant au métabolisme primaire de l’azote (acides 
aminés (AA), ions inorganiques (nitrate, ammonium)), (ii) au métabolisme carboné (acides 
organiques (AO), sucres solubles, lipides) ou (iii) étant des métabolites secondaires liés à la 
défense de la plante, camalexine et glucosinolates (GLS), a été déterminée dans les graines des 
deux écotypes étudiés (Col-0, Ler). Ceci dans l’objectif d'avoir une vue d’ensemble de la 
composition métabolique de départ et des différences éventuelles entre génotypes, pouvant en 
partie expliquer les différences de sensibilité observées au stade plantule. Les lots de graines 
utilisés sont ceux ayant servi aux expériences sur plantules. Les résultats sont d’abord présentés 
séparément pour toutes les catégories de métabolites. Puis, une analyse multivariée, ACP 
(Analyse en Composantes Principales), a été réalisée afin de déterminer quels sont les 
métabolites des graines provenant d’un même extrait qui permettent de discriminer les 2 
génotypes étudiés.  

Le Tableau 3 présente les quantités de masse sèche (MS) des graines des deux génotypes : les 

graines de Col-0 pèsent en moyenne 19,69 µg et les graines de Ler 18,48 µg, valeurs non 
différentes statistiquement. 

IV.3.2.1. Teneurs en acides aminés et en acides organiques dans les graines 

Les teneurs en AA et en AO des graines de Col-0 et Ler sont présentées dans le Tableau 4.  

Les AA les plus abondants dans les graines sont le glutamate et la proline, puis l’alanine, 

l’asparagine et la thréonine. Des différences sont observées entre les génotypes, les graines du 
génotype Ler étant plus riches en AA que celles de Col-0. En effet, les graines de Ler 
contiennent en moyenne 16,86 µmol / g MS d’AA, contre 9,35 µmol / g MS pour Col-0. Cette 
différence de teneur totale entre les deux génotypes est expliquée par de nombreuses différences 
significatives individuelles de teneurs. Les graines de Ler sont ainsi plus riches que les graines 
de Col-0 en alanine, en asparagine, en GABA, en glutamine, en isoleucine, en leucine, en 
proline, en sérine et en valine.  

Comme observé précédemment pour les AA, les graines de Ler sont plus riches en AO que les 
graines de Col-0 (17,99 vs 13,76 µmol / g MS ; Tableau X). Le seul AO pour lequel une 
différence significative de teneur a été observée entre génotypes est le succinate, plus abondant 
chez Ler que chez Col-0 (0,48 vs 0,32 µmol / g MS). Le fumarate et le malate sont pour les 
deux génotypes les deux métabolites les plus présents, représentant la grande majorité des AO 
présents dans les graines. Les graines contiennent également une part importante de citrate, et 
des traces des autres AO. 
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Tableau 5 : Teneurs en sucres solubles dosés dans les graines des deux génotypes Col-0 et Ler (en µmol 
/ g MS ± SEM). Les lettres indiquent une différence statistique au seuil α = 5% pour chaque comparaison 
génotypique, une absence de lettre indiquant une absence de différence. 

Teneur en sucre soluble (µmol / g MS) Col-0 Ler 

Glucose 0.52 ± 0.10 0.64 ± 0.25 

Fructose 0.08 ± 0.02 (b)  0.47 ± 0.05 (a) 

Sucrose 35.30 ± 3.69 30.88 ± 2.64 

Raffinose 1.22 ± 0.21 (b) 1.80 ± 0.13 (a) 

Stachyose 2.36 ± 0.31 (a) 1.32 ± 0.11 (b) 

Total 39.47 ± 4.19 35.11 ± 2.92 

 

 

Tableau 6 : Teneurs en ions inorganiques dosés dans les graines des deux génotypes Col-0 et Ler (en 
µmol / g MS ± SEM). Les lettres indiquent une différence statistique au seuil α = 5% pour chaque 
comparaison génotypique, une absence de lettre indiquant une absence de différence.  

Teneur en ion inorganique (µmol / g MS) Col-0 Ler 

Fluorure 4.99 ± 0.86 4.83 ± 0.78 

Chlorure 12.30 ± 0.88 (b) 25.85 ± 1.36 (a) 

Nitrate 18.68 ± 1.43 (b) 58.36 ± 3.33 (a) 

Sulfate 0.23 ± 0.07 (b) 0.57 ± 0.33 (a) 

Phosphate 1.03 ± 0.26 1.04 ± 0.28 

Ammonium 4.89 ± 0.57 5.71 ± 0.79 

 

 

Tableau 7 : Teneurs en huiles (en pourcentage massique ± SEM) dans les graines des deux génotypes 
Col-0 et Ler, et composition en acides gras (en pourcentage massique ± SEM). Les lettres indiquent une 
différence statistique au seuil α = 5% pour chaque comparaison génotypique, une absence de lettre 
indiquant une absence de différence.  

Teneur en acide gras (%) Col-0 Ler 

Acide palmitique 8.00 ± 0.06 (a) 6.50 ± 0.10 (b) 

Acide stéarique 3.10 ± 0.06 3.10 ± 0.06 

Acide oléique 14.60 ± 0.10 (b) 16.40 ± 0.20 (a) 

Acide cis-vaccénique 1.40 ± 0.00 (a) 1.30 ± 0.00 (b) 

Acide linoléique 28.40 ± 0.06 (a) 26.90 ± 0.12 (b) 

Acide arachidique 2.20 ± 0.06 2.10 ± 0.07 

Acide linolénique 18.20 ± 0.10 (a) 17.20 ± 0.10 (b) 

Acide gondoïque 19.50 ± 0.07 (b) 22.10 ± 0.07 (a) 

Acide eicosadiénoïque 2.00 ± 0.06 (a) 1.50 ± 0.00 (b) 

Acide béhénique 0.60 ± 0.00 (b) 0.70 ± 0.00 (a) 

Acide érucique 1.90 ± 0.00 (b) 2.20 ± 0.00 (a) 

Huile (%) 27.40 ± 0.38 28.40 ± 1.56 
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IV.3.2.2. Teneurs en sucres solubles dans les graines 

Le Tableau 5 permet d’observer les teneurs en sucres solubles, en µmol / g de MS, dans les 
graines des deux génotypes. Le sucre le plus abondant est le saccharose (environ 33 µmol / g 
MS). Les autres sucres sont nettement moins abondants : entre 1 ou 2 µmol / g MS pour le 
stachyose et le raffinose, moins de 1 µmol / g MS pour le glucose et le fructose, ce dernier étant 
le moins abondant. Si aucune différence entre génotypes ne s’observe sur le sucre 
majoritairement présent, des différences s’observent sur les autres sucres solubles. Ainsi, le 
fructose et le raffinose sont plus abondants dans les graines de Ler, et le stachyose plus abondant 
dans les graines de Col-0. 

IV.3.2.3. Teneurs en ions inorganiques dans les graines 

Les profils ioniques des graines des deux génotypes sont similaires : l’ion le plus abondant est 
le nitrate, suivi du chlorure puis de l’ammonium et du fluorure (Tableau 6). Les graines du 
génotype Ler sont globalement plus riches en anions que celles du génotype Col-0. Cette 
différence est significative pour le nitrate (58,36 µmol / g MS pour Ler vs 18,68 µmol / g MS 
pour Col-0), pour le chlorure (25,85 µmol / g MS pour Ler contre 12,30 µmol / g MS pour Col-
0) et pour le sulfate (0,57 µmol / g MS pour Ler vs 0,23 µmol / g MS pour Col-0). 

IV.3.2.4. Teneurs en acides gras dans les graines 

La teneur en huile totale, exprimée en pourcentage massique, n’est pas significativement 
différente entre les graines des génotypes Col-0 et Ler (27,40% pour Col-0 vs 28,40% pour 
Ler ; Tableau 7), contrairement aux teneurs individuelles en acides gras qui pour beaucoup 
d’entre elles varient. De manière générale, les acides gras les plus présents sont l’acide 
linoléique, l’acide gondoïque, l’acide linolénique, l’acide oléique et l’acide palmitique, 
représentant environ 90% des acides gras de la graine. Les graines de Ler sont significativement 
plus riches en acide oléique, en acide gondoïque, en acide béhénique et en acide érucique que 
les graines de Col-0, qui, elles, contiennent plus d’acide palmitique, d’acide cis-vaccénique, 
d’acide linoléique, d’acide linolénique et d’acide eicosadiénoïque. 
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Tableau 8 : Composition en glucosinolates (en pourcentage massique) et teneurs totales en 
glucosinolates (en mg / g MS ± SEM) dans les graines des deux génotypes Col-0 et Ler. Les lettres 
indiquent une différence statistique au seuil α = 5%. ND = non détecté.  

Teneur en glucosinolate (%) Col-0 Ler 

Glucoerysimumhieracifolium 1% 27% 

Glucoarabidopsithalianaine 4% ND 

Glucoraphanine 1% ND 

Glucoiberverine/Glucoibervirine ND 5% 

Glucosiberine/Glucoibarine 1% ND 

Glucoérucine 41% 1% 

Glucobrassicine 2% ND 

Glucohirsutine 8% 10% 

Glucoberteroine 3% ND 

Glucomalcolmiine 7% 30% 

4-(Benzoyloxy)butyl glucosinolate 12% ND 

Glucoarabishirsutaine 5% 2% 

Glucojirsutine/Glucoarabishirsuine 7% 17% 

Teneur totale en glucosinolate (mg / g MS) 20.09 ± 0.61 (b) 26.37 ± 0.42 (a) 
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IV.3.2.5. Teneurs en camalexine et en glucosinolates dans les graines 

La camalexine n’a pas été détectée dans les graines. Par contre, le profil en glucosinolates (GLS) 
des deux génotypes a pu être établi (Tableau 8). Les résultats mettent en évidence que la teneur 
totale en GLS est plus importante chez les graines de Ler (26,37 mg / g MS) que chez les graines 
de Col-0 (20,09 mg / g MS). De plus, les profils en GLS sont extrêmement différents entre les 
deux génotypes. La glucoérucine est par exemple le GLS le plus abondant chez Col-0, 
représentant 41% du total des GLS, alors qu’elle est quasiment absente chez Ler, ne 
représentant que 1% du total. Le deuxième GLS le plus abondant chez Col-0, le 4-
(benzoyloxy)butyl GLS (12% du total), n’a quant à lui pas été détecté chez Ler. De la même 
façon, les GLS les plus présents chez Ler, la glucomalcolmiine (30%), le 
glucoerysimumhieracifolium (27%) et la glucojirsutine / glucoarabishirsuine (17%), sont 
présents en faibles quantités chez Col-0 (7, 1 et 7%, respectivement). Il est enfin à noter que le 
profil des GLS détectés chez Col-0 comporte 12 métabolites et est plus diversifié que celui de 
Ler qui n’en comporte que 7. 
 

IV.3.2.6 Analyse en Composantes Principales des métabolites détectés dans les graines 

L’ACP présentée en Figure 1 permet d’avoir une vue d’ensemble des résultats métaboliques 
(AA, AO, sucres solubles, ions inorganiques) mis en évidence par les comparaisons statistiques 
entre génotypes et susceptibles de contribuer aux différences observées en termes de sensibilité 
au champignon au stade plantule. L’axe 1 permet d’expliquer et de représenter la majorité de 
la variance de nos données (59,7%), tandis que l’axe 2 représente 22% de la variance des 
données. L’ACP permet donc de visualiser 81,7% des données et donc de présenter de manière 
exhaustive la structuration des métabolites en fonction des axes. Les métabolites se structurent 
majoritairement en fonction de l’axe 1, cet axe permettant également d’opposer le génotype 
Col-0 et le génotype Ler. L’ACP met en avant la richesse métabolique des graines de Ler par 
rapport à celles de Col-0, 25 variables métaboliques tendant vers le point correspondant à la 
moyenne des trois échantillons Ler, tandis que 2 seulement (l’aspartate et le stachyose) tendent 
vers le point correspondant à la moyenne des échantillons Col-0. L’impact du champignon sur 
les plantules, plus important chez le génotype Ler que chez le génotype Col-0, tend également 
vers la moyenne des trois échantillons Ler. L’axe 2, quant à lui, structure les métabolites 
indépendamment de leurs différences génotypiques. Le saccharose, le fluorure et le phosphate 

s’opposent à des AO (α-cétoglutarate, citrate, isocitrate, pyruvate) et des AA (tryptophane, 

tyrosine, méthionine) sur cet axe. 
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Figure 1 : Analyse en Composantes Principales des métabolites détectés dans les graines. Représentation des individus (Col-0 et Ler) en rouge, des variables en 
noir et projection de l’impact du champignon sur les plantules (évalué grâce au HAI) en bleu. 
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Tableau 9 : Proportions atomiques de carbone, d’azote et de soufre (en pourcentage massique ± SEM) 
dans les plantules des deux génotypes Col-0 et Ler cultivées sur différents milieux nutritifs (5 mM NH4

+, 
0,1 mM NO3

- ou 5 mM NO3
-) après traitement par H2O ou inoculation par Abra43, 14 JAI. Les lettres 

en minuscule indiquent une différence statistique entre génotypes au seuil α = 5%, à l’intérieur d’une 
condition azotée et d’une condition d’inoculation. Les lettres en majuscule indiquent une différence 
statistique entre conditions azotées au seuil α = 5%, à l’intérieur d’un génotype et d’une condition 
d’inoculation. Les lettres grecques indiquent une différence statistique entre conditions d’inoculation au 
seuil α = 5%, à l’intérieur d’un génotype et d’une condition azotée. Une absence de lettre indique une 
absence de différence statistique pour la comparaison. nd = non déterminé. 

 

  

Carbone Azote Soufre

Col-0 40.52 ± 0.20 (A) 6.54 ± 0.43 (A) 1.23 ± 0.11

Ler 40.67 ± 0.97 (A) 7.48 ± 0.25 (A) 1.07 ± 0.09

Col-0 39.98 ± 0.01 (A) 5.91 ± 0.26 (A) 1.30 ± 0.06

Ler nd nd nd

Col-0 39.62 ± 0.17 (A) 3.15 ± 0.28 (B) 1.35 ± 0.13 (a)

Ler 40.77 ± 0.39 (A) 2.80 ± 0.49 (B) 0.99 ± 0.18 (b)

Col-0 39.97 ± 0.99 (A) 3.37 ± 0.82 (B) 1.37 ± 0.19

Ler 40.12 3.91 (B) 1.30

Col-0 34.91 ± 0.71 (b, B) 6.98 ± 0.34 (A) 1.44 ± 0.07

Ler 37.71 ± 0.35 (a, B) 7.54 ± 0.10 (A, α) 1.25 ± 0.13

Col-0 36.23 ± 0.30 (b, B) 6.03 ± 0.22 (A) 1.46 ± 0.03

Ler 38.69 ± 0.37 (a) 6.05 ± 0.30 (A, β) 1.22 ± 0.02

5 mM NO3
-

H2O

Abra43

Proportions atomiques (%)

5 mM NH4
+

H2O

Abra43

0.1 mM NO3
-

H2O

Abra43
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IV.3.3. Influence du champignon, de la nutrition azotée et du génotype sur la 
composition métabolique des plantules 

 

Cette partie est consacrée aux résultats de dosages métaboliques effectués sur les plantules Col-
0 et Ler, inoculées avec le champignon ou non, dans les différentes conditions de milieu azoté 
(5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- et 5 mM NO3

-). Comme pour les analyses sur les graines, les acides 
aminés, acides organiques, sucres solubles et ions inorganiques ont été dosés dans les plantules. 
Cependant, un changement de protocole de GC-MS a permis de détecter plus de composés, et 
notamment les polyamines. Les proportions atomiques de carbone, d’azote et de soufre ont 
également été évaluées. Enfin, une analyse de type OPLS (Orthogonal Projections to Latent 
Structures) et une représentation en volcano plot ont été effectuées afin de relier l’impact du 
champignon sur les plantules aux teneurs en métabolites.  

IV.3.3.1. Proportions atomiques de carbone, d’azote et de soufre dans les plantules 

Les proportions atomiques des plantules de carbone (C), d’azote (N) et de soufre (S) sont 
présentées dans le Tableau 9. Il est à noter qu’aucun résultat concernant les plantules de Ler 
cultivées en présence de 5 mM-NH4

+et inoculées parAbra43 n’est présenté. Les plantules étant 
très affectées par le champignon dans ces conditions, les analyses n’ont pas pu être réalisées 
faute de matériel. De même, il n’y a qu’une seule répétition pour la condition 0,1 mM NO3

- - 
Abra43 - Ler, pour les mêmes raisons.  

Le C représente en moyenne environ 39% de la proportion atomique des plantules, le N environ 
5.5% et le S environ 1.3%.  

Les résultats indiquent que la proportion atomique de C est plus faible chez les plantules 

cultivées en condition 5 mM NO3
-, et, que dans cette condition, cette proportions est plus 

importante chez Ler que chez Col-0. Dans le cas de N, la proportion atomique est plus 
importante chez les deux conditions à 5 mM, et plus faible chez la condition 0,1 mM NO3

-. Un 
effet de l’inoculation s’observe aussi, la présence du champignon diminuant la proportion de N 
dans le cas de Ler en présence de 5 mM NO3

-. Enfin, le S est très stable entre les différentes 
conditions, la seule différence observée étant entre Col-0 et Ler pour la double condition 0,1 
mM NO3

- - H2O.  
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Figure 2 : Analyse en Composantes Principales des teneurs en métabolites (AA, AO, sucres, 
polyamines) (a) en fonction du génotype ; (b) en fonction de l’inoculation par le champignon ; (c) en 
fonction du milieu azoté. Chaque point représente un échantillon, correspondant à la moyenne des 
dosages de métabolites dans une condition de génotype, d’inoculation et de nutrition azotée.  
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IV.3.3.2. Teneurs en acides aminés, en acides organiques, en sucres solubles et en 

polyamines dans les plantules 

Une ACP a été effectuée afin de visualiser les différents effets des milieux azotés (N), des 
génotypes (G) et de l’inoculation (I) par le champignon sur la structuration des échantillons en 
fonction de leurs teneurs en métabolites. Chaque point représente un échantillon, correspondant 
à la moyenne des dosages de métabolites dans une condition de génotype, d’inoculation et de 
nutrition azotée, et la figure 2 met en évidence la classification de ces échantillons en fonction 
des effets principaux globaux (N, I et G). Elle permet de voir la représentation dans l’espace de 
la distribution des échantillons, en fonction des deux axes des composantes principales, pour 
chacune des classifications étudiées. Deux dimensions sont significatives (35,8% de la variance 
expliquée, l’axe 1 expliquant 20,7% de la variance, et l’axe 2, 15,1%). La séparation des 
échantillons en fonction du génotype (Fig. 2a) ou de l’inoculation (Fig. 2b) ne permet pas la 
création de groupes distincts, la superposition des deux groupes est même quasiment parfaite 
dans les deux cas. Au contraire, la division entre les trois milieux (Fig. 2c) permet de montrer 
trois groupes d’échantillons correspondant aux trois conditions azotées, avec les groupes 5 mM 
NO3

- et 5 mM NH4
+ séparés, et le groupe 0,1 mM NO3

- intermédiaire entre les deux autres. Il 
apparaît ainsi que l’effet du milieu azoté sur les teneurs globale en métabolites est plus 
important que ceux de l’inoculation et du génotype. Ces résultats suggèrent que l’effet du type 
de milieu azoté au sein des conditions Abra43 / H2O ou Col-0 / Ler masque les différences qui 
pourraient exister entre ces conditions au sein de chaque milieu, et que l’agrégation des 
génotypes et des modalités d’inoculation n’est pas suffisante pour effacer les différences entre 
milieux. Nous nous sommes donc ensuite intéressés à l’effet de l’inoculation et du génotype au 
sein des différents milieux (6 ACP présentées en Figure annexe 1), ce qui a permis de mettre 
en évidence l’existence d’une séparation franche en groupes des échantillons Abra43 et H2O 
dans les deux conditions de milieu 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-, mais pas dans le cas du milieu 

5 mM NO3
-. Pour ce qui est du génotype, les comparaisons Col-0 / Ler au sein des milieux 

montrent des échantillons et des groupes non différenciés. Il semble donc y avoir un effet 
inoculation sur les teneurs en métabolites au sein des conditions 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-, 

les deux conditions azotées pour lesquelles les plantules sont le plus affectées par le 
champignon. 

Une fois la caractérisation des effets principaux effectuée, les teneurs individuelles en 
métabolites présents dans les plantules ont été analysées. La figure 3 représente une Heatmap 
des métabolites significativement différents entre les conditions de milieu, de génotype et 
d’inoculation. Le clustering et la comparaison des moyennes par ANOVA ont permis de mettre 
en évidence trois grandes catégories de métabolites, en fonction de leurs teneurs relatives et des 
fluctuations de ces teneurs entre les différentes conditions N, G et I étudiées. Il est à noter que 
la classification des métabolites s’effectue avant tout en fonction des milieux azotés, en accord 
avec l’importance de cet effet, comme décrit ci-dessus. 
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Figure 3 : Heatmap (carte de chaleur) des métabolites significativement différents entre les conditions 
de milieu, de génotype et d’inoculation. Les teneurs en métabolites ont subi une transformation 
logarithmique et les valeurs ont été centrées sur la valeur médiane. Une couleur rouge correspond aux 
métabolites plus abondants que la médiane, et une couleur bleue aux métabolites moins abondants que 
la médiane. Le clustering des métabolites a été établi par la méthode de Ward, avec une mesure de la 
distance euclidienne. Les numéros après les noms des métabolites (par exemple DHAP(1)) 
correspondent à différents produits de dérivation associés à la même molécule. 
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La première de ces catégories (Figure 3) regroupe 5 métabolites plus abondants en condition 5 
mM NO3

- et moins abondants en condition 5 mM NH4
+. Il s’agit exclusivement d’AO : le 

shikimate, le fumarate, le malate, le citrate et l’α-cétoglutarate. Ces métabolites sont également 

plus abondants en condition 0,1 mM NO3
-, mais seulement chez les plantules non inoculées. 

Un autre effet de l’inoculation est observable en condition 5 mM NH4
+ dans le cas du shikimate 

et du fumarate, plus présents en condition H2O qu’Abra43. Il existe enfin un effet génotypique 
dans cette catégorie concernant le malate, plus présent chez Ler en condition 5 mM NH4

+ et 
plus présent chez Col-0 dans la double condition 0,1 mM NO3

- - H2O.   

La seconde catégorie (Figure Y), est constituée de 7 métabolites plus abondants en condition 

5 mM NH4
+ que dans les deux conditions NO3

-. Il s’agit d’AA (le tryptophane, l’arginine, la 
citrulline et l’ornithine) et de polyamines (la cadavérine (Cad), la putrescine (Put) et la 
spermidine (Spd)). Des effets de l’inoculation se retrouvent au sein de certaines conditions 
azotées seulement : la Cad et le tryptophane sont plus abondants en présence du champignon 
pour la condition 5 mM NO3

-, et la Put pour la condition 5 mM NH4
+. Au contraire, 

l’ornithine/citrulline est plus abondante en condition H2O au sein du milieu 5 mM NH4
+. Pour 

ce qui est des génotypes, la Cad est plus abondante chez Ler en condition 0,1 mM NO3
-, alors 

que c’est l’inverse pour la Put dans cette condition azotée. Enfin, dans la double condition 5 
mM NH4

+ - H2O, l’arginine / citrulline / ornithine est plus présente chez Col-0.  

La constitution de la troisième catégorie (Figure Y), constituée de 7 métabolites, ne peut par 
contre pas s’expliquer globalement par un effet N. En effet, si la dihydroxyacétone-phosphate 
(1) (DHAP), la spermine, le mannose et la tyrosine sont caractérisés par une abondance plus 
faible en 5 mM NO3

-, ce n’est pas le cas du myo-inositol, du fructose et de la DHAP (2). L’autre 
caractéristique propre à la majorité des métabolites de cette catégorie est une abondance plus 
élevée en condition Abra43 - 5 mM NH4

+ (sont concernés le myo-inositol, le fructose, le 
mannose, la tyrosine et la dihydroxyacétone phosphate (2)). Cette abondance plus forte en 
présence du champignon se retrouve également pour la tyrosine en présence de 0,1 mM NO3

- 
et pour la dihydroxyacétone phosphate (2) dans les deux conditions NO3

-. Au contraire, le myo-
inositol est moins abondant en présence du champignon en condition 0,1 mM NO3

-. Deux effets 
du génotype sont mis en évidence, pour le fructose et la spermine, plus abondants chez Ler, 
respectivement dans les conditions 5 mM NO3

- - Abra43 et 5 mM NH4
+ - H2O.  
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Tableau 10 : Teneurs en ions inorganiques (en µmol / g MS ± SEM) dans les plantules des deux génotypes Col-0 et Ler cultivées sur différents milieux nutritifs 
(5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- ou 5 mM NO3

-) après traitement par H2O ou inoculation par Abra43, 14 JAI. Les lettres en minuscule indiquent une différence 
statistique entre génotypes, à l’intérieur d’une condition azotée et d’une condition d’inoculation ou pour leur moyenne. Les lettres en majuscule indiquent une 
différence statistique entre conditions azotées, à l’intérieur d’un génotype et d’une condition d’inoculation ou pour leur moyenne. Les lettres grecques indiquent 
une différence statistique entre conditions d’inoculation, à l’intérieur d’un génotype et d’une condition azotée ou pour leur moyenne.  Une absence de lettre 
indique une absence de différence statistique pour la comparaison. ND = non déterminé. 

 

Col-0 Ler Col-0 Ler Col-0 Ler Col-0 Ler Col-0 Ler Col-0 Ler

Fluorure 27.27 ± 4.22 (B) 32.64 ± 5.07 (AB) 31.64 ± 1.09 (B) 29.07 ± 7.31 41.79 ± 4.69 (A) 43.59 ± 4.99 (A) 33.33 ± 4.92 (B) 37.58 ± 2.75 21.98 ± 2.16 (B, β) 23.75 ± 0.14 (B, β) 48.26 ± 9.23 (A, α) 41.15 ± 1.04 (α)

Chlorure 611.63 ± 79.54 (A) 714.64 ± 39.26 (A, α) 426.59 ± 99.08 (a, A) 235.27 ± 103.24 (b, β) 366.52 ± 79.95 (B) 263.40 ± 90.48 (B) 221.15 ± 74.46 (B) 255.99 ± 27.77 65.89 ± 8.91 (C ) 42.81 ± 3.50 (C ) 121.52 ± 5.59 (B) 69.97 ± 2.74

Nitrate 6.60 ± 0.93 (B) 17.35 ± 2.46 (B) 5.24 ± 0.44 (B) 12.43 ± 2.52 (B) 15.21 ± 0.36 (B) 43.19 ± 24.38 (B) 53.16 ± 48.05 (B) 42.43 ± 36.10 (B) 978.49 ± 193.70 (A, α) 1036.22 ± 86.52 (A, α) 613.76 ± 51.70 (A, β) 441.35 ± 131.19 (A, β)

Sulfate 58.93 ± 3.84 (B) 110.66 ± 23.28 52.13 ± 18.41 (B) 32.00 ± 15.81 (B) 175.75 ± 37.45 (A) 138.14 ± 51.26 186.46 ± 46.65 (A) 157.89 ± 41.30 (A) 159.88 ± 20.09 (A) 122.21 ± 3.00 188.83 ± 3.15 (A) 141.60 ± 10.98 (A)

Phosphate 97.78 ± 13.31 90.71 ± 4.82 98.46 ± 60.54 62.28 ± 29.05 110.47 ± 10.41 42.99 ± 13.24 175.11 ± 19.36 (a) 93.43 ± 22.48 (b) 76.70 ± 11.43 33.51 ± 2.53 100.40 ± 50.23 41.97 ± 5.26

Ammonium 58.58 ± 3.99 (b, A, β) 128.36 ± 8.82 (a, A, α) 92.01 ± 13.61 (a, A, α) 37.03 ± 8.20 (b, A, β) 15.76 ± 11.27 (B) 7.23 ± 3.67 (B) 15.88 ± 6.42 (B) 12.91 ± 4.17 (B) 8.39 ± 1.73 (B) 10.39 ± 1.94 (B) 13.08 ± 2.01 (B) 12.83 ± 1.20 (B)

Fluorure

Chlorure

Nitrate

Sulfate

Phosphate

Ammonium

Fluorure

Chlorure

Nitrate

Sulfate

Phosphate

Ammonium

Fluorure

Chlorure

Nitrate

Sulfate

Phosphate

Ammonium

Fluorure

Chlorure

Nitrate

Sulfate

Phosphate

Ammonium

0.578

0.976

7.586e-7 ***

0.312

0.388

0.093

0.388

0.414

0.310

0.467

0.533

1.323e-4 ***

0.235

4.051e-3 **

0.857

6.248e-4 ***

1.307e-3 **

1.036e-4 ***

0.213

0.186

0.014 *

5.126e-5 ***

0.101

1.17e-13 ***

0.079

2.973e-3 **

1.70e-3 **

0.947

0.209

0.215

Effet I x G Effet N x I x G

0.043 *

1.087e-8 ***

1.579e-13 ***

0.832

0.308

0.765

0.685

0.994

0.778

0.648

0.075

0.533

Effet Azote (N) Effet Inoculation (I) Effet Génotype (G) Effet N x I Effet N x G

38.12 ± 10.91 30.62 ± 7.56

Moyenne pour 5 mM NH4+

30.16 ± 2.21 (B)

497.03 ± 65.83 (A)

10.41 ± 38.50 (B)

63.43 ± 11.34 (B)

87.31 ± 15.29 (AB)

78.99 ± 10.89 (A)

Moyenne pour 0.1 mM NO3-

39.07 ± 2.24 (A)

276.77 ± 34.89 (B)

38.50 ± 14.47 (B)

164.56 ± 19.76 (A)

105.50 ± 15.99 (A)

12.95 ± 3.19 (B)

349.51 ± 116.82 (α) 194.73 ± 62.29 (β)

127.59 ± 13.47 126.49 ± 17.81

75.36 ± 7.68 95.27 ± 16.03

Moyenne pour H2O Moyenne pour Abra43

31.84 ± 2.45 36.84 ± 2.41

344.15 ± 64.86 (α) 221.75 ± 35.71 (β)

137.00 ± 16.91

109.82 ± 13.89 (a)

33.95 ± 7.97

Moyenne pour Ler

34.63 ± 2.24

263.68 ± 57.13

265.50 ± 94.09

117.08 ± 14.19

60.82 ± 8.01 (b)

34.79 ± 10.87

278.74 ± 96.82

63.15 ± 13.71 (B)

11.17 ± 0.94 (B)

Moyenne pour 5 mM NO3-

33.79 ± 3.95 (AB)

75.05 ± 9.01 (C)

767.45 ± 92.51 (A)

153.13 ± 8.91 (A)

Moyenne pour Col-0

34.05 ± 2.75

302.22 ± 51.14

H2O Abra43

5 mM NO3
-

Moyenne des ions

34.34 ± 1.75 (c')

282.95 ± 37.93 (a')

272.12 ± 66.54 (a')

127.04 ± 11.01 (b')

85.32 ± 8.92 (bc')

34.29 ± 6.61 (c')

Teneur en ion inorganique 

(µmol / g MS)

5 mM NH4
+

H2O Abra43

0.1 mM NO3
-

H2O Abra43
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IV.3.3.3. Teneurs en ions inorganiques dans les plantules 

Les teneurs en ions inorganiques (en µmol / g MS) sont présentées dans le tableau 10. Les ions 
les plus présents dans les plantules sont le nitrate et le chlorure, suivis du sulfate.  

La teneur en fluorure dépend d’un effet global N, l’ion étant moins abondant en présence de 5 
mM NH4

+ (en moyenne 30,16 µmol / g MS) qu’en présence de 0,1 mM NO3
- (en moyenne 

39,07 µmol / g MS), et de l’interaction N x I, l’inoculation ayant un effet positif sur les teneurs 
en fluorure en condition 5 mM NO3

-.  

La teneur en chlorure dépend des effets globaux N et I, ainsi que de l’interaction N x I. En effet, 
les milieux azotés influent énormément sur l’abondance du chlorure, qui est en moyenne de 
497,03 µmol / g MS en condition 5 mM NH4

+, de 267,77 µmol / g MS en condition 0,1 mM 
NO3

- et de 75,05 µmol / g MS en condition 5 mM NO3
-. L’inoculation a une influence 

globalement négative sur la présence de chlorure, et en particulier chez les plantules Ler 
cultivées sous milieu 5 mM NH4

+.  

Concernant le nitrate, ses teneurs sont influencées par les effets globaux N, I et par l’interaction 
entre ces deux effets. La teneur en nitrate est plus élevée en condition 5 mM NO3

- (en moyenne 
767,45 µmol / g MS) que dans les deux autres conditions de milieu (respectivement et en 
moyenne 10,41 et 38,50 µmol / g MS pour 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-. Enfin, l’inoculation 

par le champignon provoque une baisse de la teneur en nitrate dans les plantules cultivées dans 
la condition azotée la plus riche, 5 mM NO3

-.  

Le sulfate n’est influencé que par l’effet de N, sa teneur étant plus faible en condition NH4
+ 

(63,43 µmol / g MS en moyenne) que dans les deux conditions NO3
- (164,56 µmol / g MS pour 

0,1 mM et 153,13 µmol / g MS pour 5 mM, en moyenne). 

Seul le génotype affecte la teneur en phosphate observée, les plantules Col-0 étant en moyenne 
plus riches en phosphate que les plantules Ler (109,82 vs 60,82 µmol / g MS en moyenne, 
respectivement).  

Enfin, les teneurs en ammonium des plantules sont influencées par l’effet global N et par les 
interactions N x I, I x G et N x I x G. Pour ce qui est de l’effet N, les plantules cultivées en 
présence de 5 mM NH4

+ sont les plus riches en ammonium, avec en moyenne 78,99 µmol / g 
MS contre 12,95 µmol / g MS pour 0,1 mM NO3

- et 11,17 µmol / g MS pour 5 mM NO3
-. Pour 

ce qui est des interactions, elles s’observent au sein de la condition NH4
+, pour laquelle les 

teneurs en ammonium chez les plantules inoculées sont plus élevées pour le génotype Col-0, et 
moines élevées pour le génotype Ler.  
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Figure 4 : OPLS (Orthogonal Projections to Latent Structures) des teneurs en métabolites (AA, AO, sucres, polyamines, ions) dans les plantules. L’axe horizontal 
discrimine les échantillons en fonction de l’impact quantitatif du champignon (en %) sur les plantules correspondant à chaque échantillon. L’axe vertical explique 
quant à lui une autre part de la variance entre les échantillons. Chaque point représente un échantillon, correspondant au dosage des métabolites dans une 
condition de génotype, d’inoculation et de nutrition azotée. 
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Figure 5 : OPLS (Orthogonal Projections to Latent Structures) présentée en Figure 4, représentant la structuration de chaque métabolites chez les plantules. 

L’axe horizontal discrimine les échantillons en fonction de l’impact quantitatif du champignon (en %) sur les plantules correspondant à chaque échantillon. 
L’axe vertical explique quant à lui une autre part de la variance entre les échantillons. Les numéros après les noms des métabolites (par exemple fucose (1)) 
correspondent à différents produits de dérivation associés à la même molécule. 
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Figure 6 : Volcano plot représentant la corrélation entre chaque métabolite dosé et l’impact du 
champignon sur les plantules. Chaque point correspond à un métabolite. L’abscisse correspond au poids 
dans la corrélation de chaque métabolite, plus la valeur est positive et plus le métabolite est lié à un 
impact du champignon important, et inversement pour les valeurs négatives. L’ordonnée correspond à -
log de la p-value de la régression linéaire de l’impact du champignon (HAI) et de la teneur d’un 
métabolite donné dans chaque condition expérimentale, pour chaque métabolite. Ainsi, plus la teneur 

d’un métabolite est significativement corrélée à l’impact du champignon et plus celui-ci sera positionné 
haut sur le graphique du volcano plot. La ligne bleu en pointillée correspond à -log de la p-value 

pour le seuil α = 5% et la ligne rouge à cette même p-value après correction par la méthode de Benjamini 
et Hochberg. Les teneurs des métabolites dont les points sont situés au-dessus de ces lignes sont 
considérées significativement corrélées à l’impact du champignon, et inversement pour les métabolites 
en dessous des lignes. Liste des métabolites significatifs : 1. glycérate ; 2. fumarate ; 3. nitrate ; 4. alpha-
cétoglutarate ; 5. citrate ; 6. malate ; 7. succinate ; 8. fucose (2) ; 9. shikimate ; 10. isocitrate ; 11. beta-
alanine ; 12. glycolate / glyxolate ; 13. sulfate ; 14. fructose-6-phosphate ; 15. glucose-6-phosphate ; 16. 
fucose (1) ; 17. spermidine ; 18. mannose ; 19. cellobiose ; 20. coumarate ; 21. tyrosine. Les numéros 
après les noms des métabolites (par exemple fucose (1)) correspondent à différents produits de 
dérivation associés à la même molécule. 
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IV.3.3.4. Corrélation entre l’impact du champignon sur les plantules et les teneurs en 
métabolites 

Une analyse multivariée supervisée de type OPLS a été effectuée (Fig. 4). L’axe 1 (horizontal) 
défini par l’utilisateur correspond ici à l’impact quantitatif du champignon (HAI en %) sur les 
plantules, la discrimination sur l’axe 1 se faisant ainsi par rapport à cet indice d’impact. La 
répartition des échantillons sur les deux axes permet de voir sur la gauche de l’axe 1 les 
échantillons des plantules les moins sensibles au champignon (ici celles en condition 5 mM 
NO3

- majoritairement) et sur la droite de l’axe 1 les échantillons des plantules les plus sensibles 
(5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
- dans notre cas). L’axe 2 (vertical) explique quant à lui une autre 

part de la variance entre les échantillons et permet de séparer grossièrement les échantillons 
correspondant aux plantules cultivées en présence de 5 mM NH4

+ et en présence de 0,1 mM 
NO3

-. En plus des échantillons, cette modélisation permet également de répartir les différents 
métabolites en fonction de l’axe 1 (et donc de l’impact du champignon ; Fig. 5), et d’obtenir le 
poids dans la corrélation p(corr) de chaque métabolite. Ce p(corr) a été ensuite utilisé en 
abscisse du volcano plot permettant la représentation de la significativité de la corrélation entre 
teneurs en métabolites et impact du champignon (Fig. 6). Cette significativité est représentée 
par l’ordonnée du volcano plot : plus la teneur d’un métabolite est significativement corrélée à 
l’impact du champignon et plus celui-ci sera positionné haut sur le graphique du volcano plot.  

Les métabolites au-dessus de la ligne rouge sont significativement corrélés aux symptômes 
après correction de la p-value par la méthode de Benjamini et Hochberg (Fig. 6). Les 
métabolites dont la teneur est significativement négativement corrélée à l’impact du 
champignon sont essentiellement des AO (le glycérate, le fumarate, l’alpha-cétoglutarate, le 
citrate, le malate et le succinate), ainsi que le nitrate et le fucose (2). Au contraire, les teneurs 
en tyrosine et coumarate sont significativement positivement corrélées à l’impact du 
champignon. Sans correction de la valeur de p-value (ligne bleue pointillée), des métabolites 
supplémentaires (situés entre la ligne bleue pointillée et la ligne rouge sur la figure 6) ont des 
teneurs significativement corrélées avec l’impact du champignon : les teneurs en 
glycolate/glyxolate, shikimate, fructose-6-phosphate, glucose-6-phosphate, la beta-alanine, 
l’isocitrate et le sulfate sont corrélées négativement, et le mannose, le cellobiose, le fucose (1) 
et la spermidine sont corrélés positivement.  
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Figure 7 : Voie de biosynthèse des polyamines (Put, Spd, Spm) chez les plantes. (adapté de Bagni & 
Tassoni, 2001).  
ADC = arginine décarboxylase ; AIH = agmatine iminohydrolase ; dcSAM = S- 
adénosylméthionine décarboxylée ; NCPAH = N-carbamoylputrescine amidohydrolase ; OTC = 
ornithine transcarbamoylase ; SAMDC = S-adénosylméthionine décarboxylase. 
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Figure 8 : Voie de biosynthèse des glucosinolates indoliques et de la camalexine. (adapté de Xu et al., 
2016)  

I3G = 3-indolylméthyl glucosinolate ; 4MI3G = 4-méthoxy-3-indolylméthyl glucosinolate ; 

1MI3G = 1-méthoxy-3-indolylméthyl glucosinolate. 
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Tableau 11 : Effet de l’inoculation sur l’expression de gènes de défense, des voies de synthèse et de 
dégradation des composés de défense dérivant du tryptophane, des polyamines et de transporteurs de N 
en fonction du milieu azoté et du génotype, 14 JAI. Les valeurs correspondent au Log2 du ratio de 
l’expression en condition Abra43 / H2O, un ratio positif indiquant une expression plus importante en 
condition Abra43 et un ratio négatif le contraire. Une couleur rouge représente une différence 
significative entre les deux conditions dans le cas d’un ratio positif. Une couleur verte représente une 
différence significative entre les deux conditions dans le cas d’un ratio négatif. Une couleur noire 
représente une absence de différence significative. Significativité de P : 0 < *** < 0,001 < ** < 0,01 < 
* < 0,05. 

 

Col-0 Ler Col-0 Ler Col-0 Ler

Abra43/H2O Abra43/H2O Abra43/H2O Abra43/H2O Abra43/H2O Abra43/H2O

Gène

PDF1.2 8.70 5.20 2.85 2.98 9.66 9.34

PR1 9.04 8.55 6.00 3.96 7.92 9.43

CYP79B2 3.41 3.28 3.34 3.74 3.81 4.00

CYP71B15 4.64 6.84 3.53 5.83 8.01 9.57

CYP83B1 0.07 0.84 0.37 0.30 2.30 2.80

MYB51 2.37 2.54 0.73 0.23 2.14 3.25

ST5A 2.61 2.45 1.05 1.03 1.87 2.07

CYP81F2 4.53 4.89 2.74 1.62 3.22 4.72

TGG1 -3.04 -1.57 -1.29 -2.01 0.22 -0.38

TGG2 -6.07 1.43 -5.33 2.43 0.59 0.42

ADC1 2.17 1.38 0.23 0.98 0.80 0.42

ADC2 0.29 0.80 0.56 2.33 1.61 1.62

SPDS1 -2.44 -1.42 -0.63 -0.10 0.06 0.09

SPDS2 -1.78 -1.01 -0.79 -0.51 -0.56 -0.26

ACL5 -3.07 -2.24 -1.57 -0.47 -0.62 -0.35

SPMS -0.04 0.42 0.58 1.34 0.46 0.46

PAO1 1.71 1.69 -0.15 1.74 0.21 0.36

PAO3 -0.20 0.56 -0.15 0.19 0.55 -0.43

PAO4 1.08 0.45 -0.32 0.36 0.56 0.20

NPF6.3 -5.09 -3.28 -2.81 -1.11 0.66 -0.50

AMT1.1 -4.69 -2.79 -2.64 -1.15 0.68 0.04

AMT2.1 -0.29 0.44 -1.67 -1.02 -0.32 -2.19

Ratio positif * ** ***

Ratio négatif * ** ***

Effet Inoculation

log2 du ratio

5 mM NH4+ 0,1 mM NO3- 5 mM NO3-

Gènes de défense

Synthèse des composés de défense dérivant du tryptophane

Myrosinases

Synthèse des polyamines

Oxydation des polyamines

Significativité de la comparaison

Pas d'effet significatif

Transporteurs de N
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IV.3.4. Analyse de l’expression de gènes du métabolisme d’A. thaliana et d’A. 

brassicicola en lien avec les résultats de dosages métaboliques 

L’expression de plusieurs gènes de plante et de champignon a été analysée afin de compléter 
l’étude des métabolites et d’expliquer les différences d’accumulation majeures observées en 
lien avec la sensibilité des plantules au champignon. Les polyamines et leurs précurseurs étant 
ressortis fortement de l’analyse métabolique (Figures 3 et 6), il a été décidé d’étudier 
l’expression des gènes de leur voie de synthèse (de la synthèse de la putrescine à celle de la 
spermine ; Fig. 7) ainsi que ceux responsables de leur oxydation, une étape importante pour 
leur rôle dans les interactions entre plante et pathogène. Le tryptophane est un autre métabolite 
important mis en évidence par l’étude du métabolisme, étant un précurseur à la synthèse de 
molécules très importantes pour la défense d’A. thaliana, comme les GLS indoliques et la 
camalexine (Fig. 8). Des gènes impliqués dans la synthèse de ces composés ont donc été choisis, 
ainsi que des gènes de myrosinases, responsables de l’hydrolyse des GLS nécessaire à leur rôle 
dans les défenses. En plus de ces gènes, les gènes PDF1.2 et PR1, respectivement marqueurs 
des voies de défense de l’acide jasmonique et de l’acide salicylique ont été étudiés pour estimer 
les réponses de défense des plantules. Enfin, l’expression d’un transporteur de NO3

-, NPF6.3, 
ainsi que de deux transporteurs de NH4

+, AMT1.1 et AMT2.1, a été étudiée, les transporteurs de 
N étant connus pour leur rôle et dans la nutrition azotée des plantes et dans les défenses de 
celles-ci. 

Les résultats sont présentés dans des tableaux récapitulatifs regroupant toutes les comparaisons 
et les effets significatifs. Le Tableau 11 correspond à l’effet de l’inoculation sur l’expression 
des gènes, le Tableau 12 à l’effet du milieu azoté et le Tableau 13 à l’effet du génotype. Chacune 
des cases des tableaux contient le log2 du ratio de la comparaison étudiée et une couleur : rouge 
quand la comparaison est significative statistiquement et le ratio positif, vert quand la 
comparaison est significative statistiquement et le ratio négatif, et noir quand la comparaison 
n’est pas significative statistiquement. 

En plus des gènes de plante, l’expression de gènes d’A. brassicicola a été étudiée, en utilisant 
les mêmes échantillons que les études métaboliques et d’expression des gènes de plante. Deux 
gènes du métabolisme de l’azote (AB05765.1 qui code pour la nitrite réductase, et AREA qui 
est potentiellement impliqué dans la régulation de l’utilisation de l’azote par le champignon), 
deux gènes de transporteurs de N (un transporteur de NO3

-, AB08716.1, et un transporteur de 
NH4

+, AB09447.1), ainsi que deux gènes liés à la pathogénicité (codant pour une glutathion 
transférase (GST1) et pour la chymotrypsine) ont été choisis. Les glutathion transférases (GST) 
sont une famille de protéines impliquées dans la résistance aux stress, notamment causés par 
les défenses de la plante. Le gène de la chymotrypsine, codant pour une enzyme hydrolytique, 
est fortement surexprimé en condition d’inoculation. 
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Tableau 12 : Effet du milieu azoté sur l’expression de gènes de défense, des voies de synthèse et de 
dégradation des composés de défense dérivant du tryptophane, des polyamines et de transporteurs de N 
en fonction du génotype et de l’inoculation, 14 JAI. Les valeurs correspondent au Log2 du ratio de 
l’expression en condition (i) 0,1 mM NO3

- / 5 mM NH4
+ pour les quatre premières colonnes, (ii) 5 mM 

NO3
- / 0,1 mM NO3

- pour les quatre suivantes et (iii) 5 mM NO3
- / 5 mM NH4

+ pour les quatre dernières, 
un ratio positif indiquant une expression plus importante du dividende et un ratio négatif le contraire. 
Une couleur rouge représente une différence significative entre les deux conditions dans le cas d’un ratio 
positif. Une couleur verte représente une différence significative entre les deux conditions dans le cas 
d’un ratio négatif. Une couleur noire représente une absence de différence significative. Significativité 
de P : 0 < *** < 0,001 < ** < 0,01 < * < 0,05. 

 

H2O Abra43 H2O Abra43 H2O Abra43 H2O Abra43 H2O Abra43 H2O Abra43

Gène

PDF1.2 3.74 -2.11 3.83 1.61 0.12 6.93 -3.12 3.24 3.86 4.82 0.71 4.85

PR1 3.44 0.39 4.37 -0.21 -4.98 -3.05 -3.49 1.98 -1.54 -2.66 0.88 1.76

CYP79B2 0.21 0.14 0.71 1.17 -3.05 -2.58 -2.24 -1.98 -2.84 -2.44 -1.54 -0.82

CYP71B15 1.21 0.10 2.73 1.71 -5.97 -1.49 -3.73 0.00 -4.76 -1.40 -1.01 1.72

CYP83B1 0.51 0.81 1.07 0.54 -2.27 -0.34 -2.56 -0.06 -1.76 0.48 -1.49 0.48

MYB51 1.48 -0.16 3.19 0.88 -2.45 -1.04 -4.03 -1.00 -0.97 -1.20 -0.83 -0.12

ST5A 0.13 -1.43 0.48 -0.94 -1.80 -0.98 -1.90 -0.87 -1.67 -2.41 -1.42 -1.80

CYP81F2 1.45 -0.34 4.20 0.94 -2.58 -2.09 -5.69 -2.60 -1.12 -2.43 -1.49 -1.66

TGG1 -1.43 0.32 0.63 0.19 1.45 2.96 1.89 3.53 0.01 3.28 2.52 3.71

TGG2 -2.05 -1.31 1.46 2.45 2.38 8.30 2.33 0.33 0.33 6.99 3.79 2.78

ADC1 0.96 -0.98 0.86 0.45 -0.84 -0.28 -0.47 -1.03 0.11 -1.26 0.39 -0.57

ADC2 -1.90 -1.62 -1.87 -0.35 -1.78 -0.73 -1.13 -1.84 -3.68 -2.36 -3.01 -2.18

SPDS1 -0.17 1.64 -0.21 1.11 -0.25 0.43 -0.07 0.12 -0.42 2.07 -0.28 1.23

SPDS2 -0.37 0.62 0.04 0.54 0.51 0.74 0.40 0.65 0.14 1.36 0.44 1.19

ACL5 -0.19 1.30 0.05 1.82 0.57 1.53 1.04 1.16 0.38 2.83 1.09 2.98

SPMS 0.90 1.52 1.85 2.77 -1.63 -1.75 -0.81 -1.69 -0.73 -0.23 1.05 1.09

PAO1 1.28 -0.58 1.23 1.29 -1.15 -0.80 0.00 -1.37 0.13 -1.38 1.24 -0.08

PAO3 0.80 0.85 0.94 0.57 -1.29 -0.59 -0.31 -0.94 -0.49 0.26 0.63 -0.36

PAO4 0.91 -0.49 0.44 0.35 -1.96 -1.07 -1.19 -1.35 -1.05 -1.57 -0.75 -1.00

NPF6.3 -0.35 1.93 0.26 2.43 -1.69 1.78 -1.12 -0.51 -2.04 3.71 -0.86 1.92

AMT1.1 -0.22 1.84 0.76 2.40 -1.72 1.60 -1.52 -0.34 -1.94 3.43 -0.77 2.07

AMT2.1 0.48 -0.91 3.03 1.57 -2.12 -0.76 -0.40 -1.58 -1.64 -1.68 2.63 -0.01

* ** ***

* ** ***

Effet Azote

log2 du ratio

Col-0 Col-0 Col-0

0,1 mM NO3- / 5 mM NH4+ 5 mM NO3- / 0,1 mM NO3- 5 mM NO3- / 5 mM NH4+

Ler Ler Ler

Gènes de défense

Synthèse des composés de défense dérivant du tryptophane

Myrosinases

Synthèse des polyamines

Oxydation des polyamines

Ratio positif

Ratio négatif
Significativité de la comparaison

Pas d'effet significatif

Transporteurs de N
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IV.3.4.1. Analyse de l’expression des gènes de défense PDF1.2 et PR1 

L’inoculation affecte l’expression de PDF1.2 et PR1 dans les plantules, qui augmente très 
fortement en présence du champignon, dans toutes les conditions de génotype et de milieu 
(Tableau 11). Le milieu azoté a également un impact sur l’expression de ces gènes (Tableau 
12). L’expression de PDF1.2 est plus élevée dans le milieu 0,1 mM NO3

- pour la double 
condition H2O - Ler, et dans le milieu 5 mM NO3

- en condition Abra43 pour les deux génotypes. 
Ces résultats sont observés également pour le gène PR1, à l’exception de la double condition 
Abra43 - Col-0, pour laquelle l’expression du gène est plus faible dans le milieu 5 mM NO3

- 
que dans les autres. Enfin, un effet génotype très important existe pour PDF1.2, qui est 
surexprimé chez Col-0 dans toutes les conditions (Tableau 13).  

IV.3.4.2. Analyse de l’expression des gènes liés aux composés de défense dérivant du 

tryptophane 

La Figure 8 présente les voies métaboliques partant du tryptophane pour aboutir à la synthèse 
de camalexine et de GLS indoliques, ainsi que la place des gènes étudiés dans ces voies. 
CYP79B2 permet la réalisation de la première étape de la voie de la biosynthèse des GLS 
indoliques et de la camalexine. CYP71B15 effectue la dernière étape de la formation de la 
camalexine. CYP83B1, ST5A et CYP81F2 sont impliquées dans la voie de biosynthèse des 
GLS indoliques. Enfin, MYB51 est un facteur de transcription régulant l’ensemble de cette voie 
de biosynthèse.  

Globalement les gènes liés aux composés de défense dérivant du tryptophane sont plus 
fortement exprimés en présence du champignon (Tableau 11). En effet, l’expression de 
CYP79B2, CYP71B15, ST5A et CYP81F2 augmente en présence du champignon quels que 
soient le génotype et le milieu. L’expression de MYB51, augmente en présence du champignon 
dans les conditions 5 mM NO3

- et 5 mM NH4
+. Enfin, l’expression de CYP83B1 augmente dans 

les plantules inoculées cultivées sous milieu 5 mM NO3
- et dans la double condition Col-0 - 0,1 

mM NO3
-. Un effet global de la condition azotée sur l’expression de ces gènes est également 

observé, ces gènes étant en général moins exprimés en condition 5 mM NO3
- que dans les 2 

autres milieux, malgré l’existence de quelques comparaisons individuelles non significatives 
statistiquement (Tableau 12). Cet effet global est particulièrement notable en condition 
d’inoculation H2O, où 22 comparaisons individuelles sur 24 sont significatives. Concernant 
l’effet génotypique sur l’expression de ces gènes, aucune tendance ne semble se dégager malgré 
l’existence de différences significatives entre comparaisons individuelles (Tableau 13).  

Les gènes TGG1 et TGG2 codent des myrosinases qui ont pour rôle d’hydrolyser les GLS, 
permettant ainsi l’activation de leur toxicité vis-à-vis des pathogènes. L’inoculation par 
A. brassicicola a un effet sur l’expression de TGG1, réduisant celle-ci en condition 0,1 mM 
NO3

- et 5 mM NH4
+. L’expression de TGG2 est également affectée en présence du champignon 

dans ces mêmes conditions azotées, diminuant chez les plantules Col-0 et augmentant chez les 
plantules Ler. Globalement, un effet de N est observé, les deux gènes étant plus exprimés en  
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Tableau 13 : Effet du génotype sur l’expression de gènes de défense, des voies de synthèse et de 
dégradation des composés de défense dérivant du tryptophane, des polyamines et de 
transporteurs de N en fonction du milieu azoté et de l’inoculation, 14 JAI. Les valeurs 

correspondent au Log2 du ratio de l’expression en condition Col-0 / Ler, un ratio positif indiquant une 
expression plus importante en condition Col-0 et un ratio négatif le contraire. Une couleur rouge 
représente une différence significative entre les deux conditions dans le cas d’un ratio positif. Une 
couleur verte représente une différence significative entre les deux conditions dans le cas d’un ratio 
négatif. Une couleur noire représente une absence de différence significative. Significativité de P : 0 < 
*** < 0,001 < ** < 0,01 < * < 0,05. 

  

H2O Abra43 H2O Abra43 H2O Abra43

Gène

PDF1.2 4.18 7.67 4.08 3.95 7.32 7.64

PR1 -0.07 0.42 -1.01 1.03 -2.49 -4.00

CYP79B2 0.58 0.71 0.08 -0.33 -0.73 -0.92

CYP71B15 3.90 1.70 2.38 0.08 0.15 -1.41

CYP83B1 0.30 -0.47 -0.26 -0.19 0.03 -0.47

MYB51 1.04 0.87 -0.67 -0.17 0.90 -0.21

ST5A -0.11 0.05 -0.46 -0.44 -0.36 -0.56

CYP81F2 1.30 0.93 -1.45 -0.34 1.67 0.16

TGG1 2.43 0.96 0.37 1.10 -0.07 0.53

TGG2 11.45 3.95 7.95 0.19 7.99 8.16

ADC1 -0.18 0.61 -0.08 -0.83 -0.45 -0.08

ADC2 0.01 -0.50 -0.01 -1.78 -0.66 -0.67

SPDS1 -0.18 -1.20 -0.14 -0.67 -0.32 -0.36

SPDS2 0.54 -0.23 0.13 -0.15 0.24 -0.06

ACL5 1.34 0.52 1.10 0.00 0.63 0.36

SPMS 0.96 0.50 0.00 -0.76 -0.82 -0.82

PAO1 0.68 0.71 0.73 -1.16 -0.43 -0.59

PAO3 0.21 -0.55 0.07 -0.27 -0.90 0.08

PAO4 -0.62 0.01 -0.15 -0.83 -0.92 -0.56

NPF6.3 1.08 -0.73 0.48 -1.23 -0.10 1.06

AMT1.1 1.48 -0.42 0.51 -0.98 0.31 0.95

AMT2.1 2.38 1.65 -0.17 -0.83 -1.89 -0.02

Ratio positif * ** ***

Ratio négatif * ** ***

Effet Génotype

5 mM NH4+

log2 du ratio

0,1 mM NO3- 5 mM NO3-

Col-0 / Ler

Gènes de défense

Synthèse des composés de défense dérivant du tryptophane

Myrosinases

Synthèse des polyamines

Oxydation des polyamines

Significativité de la comparaison

Pas d'effet significatif

Transporteurs de N
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nutrition 5 mM NO3
- (pour 13 comparaisons individuelles sur 16). Enfin, les plantules Col-0 

expriment significativement plus TGG2 que les plantules Ler, sauf dans le cas de la double 
condition Abra43 - 0,1 mM NO3

-.  

IV.3.4.3. Analyse de l’expression des gènes du métabolisme des polyamines 

La voie de biosynthèse des polyamines est présentée en Figure 7. Les gènes ADC1 et ADC2 
codent l’arginine décarboxylase, permettant la biosynthèse de putrescine à partir d’arginine. La 
putrescine est ensuite convertie en spermidine par la spermidine synthase (gènes SPDS1 et 
SPDS2), puis en spermine / thermospermine par la spermine synthase / thermospermine 
synthase (respectivement, gènes SPMS et ACL5). L’inoculation des plantules a un effet très 
variable sur l’expression des différents gènes associées aux voies de synthèse des polyamines 
(Tableau 11). La présence du champignon induit l’expression des gènes codant l’arginine 
décarboxylase, pour toutes les conditions dans le cas d’ADC1 et en condition 5 mM NO3

- et 
Ler - 0,1 mM NO3

- dans le cas d’ADC2. Par contre, les gènes codant la spermidine synthase 
sont sous exprimés en présence du champignon, dans toutes les conditions de génotype et de 
milieu azoté pour SPDS2, et en condition 5 mM NH4

+ et Col-0 -0,1 mM NO3
- dans le cas de 

SPDS1. L’expression des deux gènes codant la spermine synthase est différente en présence du 
champignon. L’expression de SPMS est globalement induite par la présence du champignon, 
en particulier dans le milieu 0,1 mM NO3

- et dans la double condition Ler - 5 mM NO3
-, alors 

que c’est l’inverse pour ACL5 qui est globalement moins exprimé en présence d’A. brassicicola, 
et ce, en particulier pour Col-0 dans tous les milieux et pour Ler en condition 5 mM NH4

+. Tout 
comme pour l’inoculation, il n’y a pas d’effet commun du milieu azoté sur tous les gènes de la 
voie de synthèse des polyamines (Tableau 12). SPMS est plus exprimé en condition 0,1 mM 
NO3

- et SPDS2 en condition 5 mM NO3
-, tandis que ADC2 est moins exprimé dans cette 

dernière condition, pour tous les génotypes, en présence comme en absence de champignon. 
ACL5 est dans l’ensemble plus exprimé en condition 5 mM NO3

- (pour 6 comparaisons sur 8). 
SPDS1, enfin, est moins exprimé en condition 5 mM NO3

- en absence d’A. brassicicola, et plus 
exprimé dans cette même condition de N en présence d’A. brassicicola (à l’exception des 
comparaisons avec la double condition Ler - 0,1 mM NO3

-). Malgré un nombre assez 
conséquent de comparaisons génotypiques individuelles significatives, il est difficile de définir 
de vraies tendances applicables à l’ensemble des gènes de la voie de biosynthèse des 
polyamines (Tableau 13). On notera tout de même que ADC2, SPDS1 et SPMS sont plus 
fortement exprimés chez Ler que chez Col-0 chez les plantules cultivées en présence de 5 mM 
NO3

-. 

Les gènes PAO1, PAO3 et PAO4 codent des polyamines oxydases, l’oxydation des polyamines 
étant une étape importante pour leur rôle dans les défenses des plantes. La présence du 
champignon induit l’expression de ces gènes, même si ce n’est pas le cas dans toutes les 
conditions. Concernant l’effet du milieu azoté, PAO1 et PAO3 sont plus exprimés en condition 
0,1 mM NO3

- (pour 13 comparaisons individuelles sur 16), tandis que PAO4 est moins exprimé 
en condition 5 mM NO3

-. Aucune tendance ne se dégage vraiment entre les deux génotypes.  
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Figure 9 : Expression de gènes d’A. brassicicola, associés au métabolisme azoté, au transport de N et à 
la pathogénicité du champignon. Leur expression a été mesurée au contact des plantules de génotype 
Col-0 et Ler cultivées dans différentes conditions de milieu (5 mM NH4

+, 0,1 mM NO3
- ou 5 mM NO3

-

), 14 JAI. Les niveaux d’ARNm d’AREA (a), de AB05765.1 (b), de AB08716.1 (c), de AB09774.1 (d), 
de GST1 (e) et de la chymotrypsine (f) ont été déterminés par RT-qPCR et normalisés par rapport à 
l’expression de l’actine et de la tubuline. Les barres d’erreur correspondent au SEM.  
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IV.3.4.4. Analyse d’expression des gènes de transporteurs d’azote 

Les gènes codant pour les transporteurs de N sont en général plus exprimés chez les plantules 
cultivées en condition H2O que dans les plantules cultivées en condition Abra43 (Tableau 11). 
C’est le cas pour NPF6.3 et AMT1.1 dans les deux conditions de milieu 5 mM NH4

+ et 0,1 mM 
NO3

-, et pour AMT2.1 mais dans deux comparaisons sur six seulement. Comme pour l’effet de 
l’inoculation, l’effet de N sur l’expression des gènes est similaire pour NPF6.3 et AMT1.1, ces 
deux gènes étant plus exprimés en absence de champignon en condition 5 mM NO3

- et moins 
exprimés chez les plantules Col-0 en présence de champignon (Tableau 12). Dans le cas 
d’AMT2.1, le gène est sous exprimé en condition 5 mM NO3

- pour Col-0 - H2O, sous exprimé 
en condition 5 mM NH4

+ pour Ler - H2O et surexprimé en condition 5 mM NH4
+ pour Col-0 - 

Abra43. Concernant l’effet du génotype, aucun effet général fort ne se dégage (Tableau 13). 
Les trois gènes sont plus fortement exprimés chez Col-0 dans la double condition H2O - 5 mM 
NH4

+, et plus exprimés chez Ler dans la double condition Abra43 - 0,1 mM NO3
-.  

IV.3.4.5. Analyse d’expression des gènes d’A. brassicicola 

L’expression de tous les gènes d’A. brassicicola est significativement affectée par les 
différentes conditions de milieux (Figure Y). AB08716.1 (transporteur de NO3

-) et AREA sont 
moins exprimés en condition 5 mM NO3

- que dans les deux autres conditions de milieu. GST1 
et le gène codant pour la chymotrypsine sont eux moins exprimés dans la condition 5 mM NO3

- 
que dans la condition 0,1 mM NO3

-. En plus de l’effet du milieu, l’interaction entre génotypes 
de la plante et milieu azoté est significative pour les deux gènes AB09447.1 (transporteur de 
NH4

+) et AB05765.1 (nitrite réductase). L’expression de AB09447.1 est plus importante chez 
les plantules Col-0 en condition 5 mM NO3

- et moins importante chez les plantules Ler en 
condition 5 mM NH4

+. AB05765.1 est, quant à lui, plus exprimé chez les plantules Ler en 
condition 0,1 mM NO3

- que dans toutes les autres conditions.  
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IV.4 Discussion 

 

Comme attendu, les plantules d’A. thaliana cultivées en condition 5 mM NO3
- présentent à la 

fois un développement aérien plus important et une sensibilité à A. brassicicola plus réduite 
que celles cultivées en condition 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-. Le génotype des plantules a 

également un impact sur leur sensibilité, les plantes Col-0 étant moins sensibles à A. 

brassicicola que celles de Ler. Dans le but d’expliquer les différences de sensibilité des 
plantules au champignon observées entre génotypes et entre conditions nutritives azotées, un 
profilage métabolique des plantules a été effectué. Par ailleurs, au stade plantule, la composition 
métabolique des graines, pré-établie au cours de leur développement, constitue un stock de 
molécules (N et C entre autres) pouvant être mobilisées. Ces ressources métaboliques initiales 
pourraient donc contribuer à la synthèse de molécules de défense et / ou à la nutrition du 
champignon, pouvant limiter ou au contraire stimuler son développement. Les dosages 
métaboliques ont donc également été effectués à partir des graines, dans le but d’identifier des 
différences métaboliques pouvant contribuer à expliquer les différences de sensibilité observées 
au stade plantule entre génotypes.  

 

IV.4.1. La composition des graines de Col-0 et de Ler peut-elle expliquer la plus 
grande sensibilité de Ler à A. brassicicola ?  

L’analyse de la composition métabolique des graines a permis de révéler des différences entre 
les deux génotypes étudiés. Ces différences sont quantitatives (certains composés présentent 
des différences d’abondance entre les graines des deux génotypes) ou qualitatives (profils 
différents comme pour les GLS), et pourraient pour certaines être associées à une différence 
génotypique de sensibilité au pathogène au stade plantule. 

Premièrement, les graines de Ler sont plus riches en NO3
- que les graines de Col-0 (Tableau 6). 

Cette différence suggère que les graines de Ler ont accumulé plus de nitrate que celles de Col-
0 au cours de leur développement, ce qui pourrait résulter d’une plus faible assimilation de ce 
métabolite dans les graines. Par ailleurs, même si nous avons montré que pour le pathosysthème 
A. thaliana / A. brassicicola, l’apport de 5 mM de NO3

- favorise globalement les plantules dans 
l’interaction (Barrit et al., soumis), la plus forte teneur en NO3

- dans les graines ne semble pas 
procurer un avantage aux plantules de Ler comparativement à celles de Col-0, moins sensibles 
au pathogène. Concernant les AA, les plus abondants dans les graines de Col-0 et Ler sont le 
glutamate et la proline, suivis de l’alanine, de l’asparagine et de la thréonine (Tableau 4). Les 
graines de Ler sont aussi plus riches en AA que les graines de Col-0, en particulier pour ce qui 
est de l’alanine, de l’asparagine, du GABA, de la glutamine, de l’isoleucine, de la leucine, de 
la proline, de la sérine et de la valine. Certains AA plus abondants chez Ler que chez Col-0 
dans les graines sont connus pour leurs effets dans les interactions entre plantes et champignons.  
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C’est par exemple le cas de la glutamine, qui augmenterait la résistance de la plante face aux 
deux champignons hémibiotrophes Fusarium oxysporum (Lopez-Berges et al., 2010) et 
Magnaporthe oryzae (Marroquin-Guzman & Wilson, 2015 ; Huang et al., 2017). Des teneurs 
plus élevées en asparagine pourraient également bénéficier à la plante dans l’interaction avec 
le champignon. Il a en effet été montré qu’il était possible que l’asparagine soit plus difficile à 
métaboliser que d’autres AA pour les champignons nécrotrophes (Dulermo et al., 2009). Ces 
plus fortes teneurs en glutamine et asparagine dans les graines de Ler ne semblent pas procurer 
dans nos conditions d’étude un avantage à ce génotype face au champignon. Il semble par contre 
possible de voir un lien entre les teneurs en proline et en GABA, plus abondants dans les graines 
de Ler, et la sensibilité des plantules. La proline est liée aux réponses de défense d’A. thaliana, 
sa teneur augmentant en présence de P. syringae, favorisant une réponse hypersensible (RH) 
liée à la voie du SA (Fabro et al., 2004). Or, la RH peut favoriser la colonisation des tissus de 
plantes par un pathogène nécrotrophe (Glazebrook, 2005). Enfin, il a été montré que, dans 
l’interaction A. thaliana / A. brassicicola, l’infection par le champignon augmentait la teneur 
en GABA dans la plante, et qu’un apport de GABA exogène augmentait la sévérité de la 
maladie (Botanga et al., 2012). La proline et le GABA auraient également un rôle dans la 
protection des cellules végétales face aux stress oxydatifs et osmotiques (Bouche & Fromm, 
2004 ; Szabados & Savouré, 2010).  

L’étude de métabolites carbonés des graines a également permis de mettre en évidence des 
différences de teneurs en composés pouvant avoir un rôle dans les défenses des plantes. Le rôle 
le plus important du métabolisme primaire du C dans les interactions biotiques est énergétique 
(Scheideler et al., 2002). Le métabolisme et le transport des sucres, notamment, est important 
dans la modulation des interactions plantes-pathogènes, pour plusieurs raisons (Rojas et al., 
2014 ; Liu et al., 2022). Premièrement, les sucres fournissent des squelettes C et de l'énergie 
pour alimenter les réponses de défense. Il y a en effet une augmentation de la demande en sucres 
pour les réponses de défense, comme le renforcement de la paroi cellulaire, la biosynthèse de 
phytoalexines, et l'induction de protéines liées à la défense, par exemple les protéines PR (Heil 
& Bostock, 2002 ; Swarbrick et al., 2006 ; Berger et al., 2007). Ensuite, les sucres solubles 
accumulés (en particulier les hexoses) peuvent eux-mêmes activer l'expression de gènes liés à 
la défense, tels que divers gènes PR, par le biais de la signalisation des sucres (Herbers et al., 
1996, 2000 ; Sonnewald et al., 2012 ; Gebauer et al., 2017 ; Ru et al., 2017). Enfin, les sucres 
solubles, notamment ceux de la matrice extracellulaire, servent souvent de source de C pour la 
croissance des pathogènes (Talbot, 2010 ; Pommerrenig et al., 2020). Ainsi, les sucres 
pourraient jouer un rôle positif ou négatif dans la défense des plantes dans l'infection par des 
agents pathogènes, en fonction du devenir des ressources en sucres, contestées à la fois par les 
agents pathogènes et les cellules végétales. La teneur totale en sucres solubles des graines de 
Col-0 et de Ler sont similaires (Tableau 5). Le sucre le plus abondant dans les graines des deux 
génotypes est le saccharose, suivi du raffinose et du stachyose, ces résultats se retrouvant tant 
au niveau des proportions que des teneurs brutes dans la littérature (Bentsink et al., 2000 ; Baud 
et al., 2002). Des différences entre ces 2 génotypes ont été identifiées pour le fructose, le 
raffinose (plus abondants dans les graines Ler) et le stachyose (plus abondant dans les graines  
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Col-0). Un rôle du fructose, dont les teneurs sont plus élevées dans les graines de Ler, a par 
exemple été démontré dans l’induction de certains gènes de protéines PR chez le tabac (Herbers 
et al., 1996). L'induction de ces protéines dont les fonctions sont très variées, telles que des 
chitinases, des chitosanases ou des β-glucanases capables de dégrader les parois bactériennes 
ou fongiques, est liée à une moindre sensibilité des plantes (Sarowar et al., 2005). Les graines 
de Ler et de Col-0 diffèrent aussi par leurs proportions de raffinose et de stachyose, deux 
métabolites de la voie des RFO. Il existe des indices montrant une implication de la voie des 
RFO, à travers la galactinol synthase, dans la signalisation des voies de défense de la plante en 
réponse aux pathogènes (Couée et al., 2006 ; Kim et al., 2008 ; Valluru & van den Ende, 2011), 
mais ceux-ci ne semblent pas être d’une importance cruciale et donc pas à même d’expliquer la 
différence de sensibilité entre Ler et Col-0.  

Les sucres ne sont pas les seuls métabolites carbonés ayant un rôle dans les défenses des plantes, 
c’est également le cas des lipides (Welti et al., 2007). Les teneurs en huile un peu moins de 
30% du poids de la graine, sont similaires dans les deux génotypes (Tableau 7), et du même 
ordre de grandeur que la teneur moyenne des 360 accessions d’A. thaliana étudiées par O’Neill 
et al. (2003). Dans notre étude, les acides gras les plus abondants dans les graines sont l’acide 
linoléique, l’acide gondoïque, l’acide linolénique et l’acide oléique (Tableau 7). Ce résultat est 
cohérent avec les études de la composition de graines des génotypes Col-0 et Ws menées 
respectivement par O’Neill et al. (2003) et Baud et al. (2002). Le métabolisme des acides gras 
est très lié aux réponses de défense des plantes, étant, d’après Rojas et al. (2014), à un point de 
convergence entre les voies de défense du SA, du JA et du NO. L’inactivation de la stéaroyl 
désaturase (SSI2) (permettant la désaturation de l’acide stéarique en acide oléique) provoque, 
en plus d’une baisse de teneur en acide oléique, une activation de la voie du SA et des gènes 
PR1, PR2 et PR5 (Shah et al., 2001). Le mutant ssi2 devient ainsi résistant à l’oomycète H. 

arabidopsidis et à P. syringae (Nandi et al., 2003). Les graines de Ler sont plus riches en acide 
oléique que les graines de Col-0, ce qui pourrait traduire une activité plus forte de SSI2 et donc 
une sensibilité accrue aux pathogènes. Il serait donc intéressant de comparer l'expression du 
gène SSI chez Ler et Col-0 pour déterminer si la plus forte teneur en acide oléique chez Ler est 
liée à une différence de niveau d'expression de ce gène. La désaturation des acides gras par les 
désaturases FAD7 et FAD8 (fatty acid desaturase 7/8) est une autre étape importante de la 
biosynthèse des acides gras impliquée dans les réponses de défense de la plante. Chez A. 

thaliana, le double mutant fad7/fad8 accumule moins d’ions superoxyde (O2
.-) et de peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en réponse à l’inoculation par P. syringae, ce qui pourrait expliquer sa plus 
grande sensibilité à ce pathogène (Yaeno et al., 2004). Ce déficit en O2

.- a été lié à un déficit 
d’acide linolénique dans le double mutant fad7/fad8, l’acide linolénique activant la NADPH 
oxydase permettant la production d’O2

- (Yaeno et al., 2004). Les graines de Col-0, plus riches 
en acide linolénique que les graines de Ler, pourraient avoir un potentiel de production de ROS 
plus important.  

Certains métabolites secondaires soufrés, comme les phytoalexines indoliques ou les GLS, sont 
très importants dans les réponses de défense d’A. thaliana (Bednarek, 2012 ; Macioszek et al.,  
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2020). La camalexine n’a pas été détectée dans les graines, ce qui est cohérent avec les résultats 
de Rauhut et al. (2009) qui ont reporté une synthèse faible de camalexine dans les organes 
reproducteurs d’A. thaliana, comparés aux tissu végétatif. La camalexine étant toxique pour les 
plantes également, il est possible de faire l’hypothèse que sa synthèse dans les fleurs, siliques 
et graines pourraient causer une diminution de la fitness des plantes. Les GLS sont des 
phytoanticipines dérivées de la méthionine, du tryptophane et de la phénylalanine, présentes 
dans les plantes de la famille des Brassicacées (Wittstock & Halkier, 2002) et présentent une 
activité toxique pour une gamme d’insectes, de bactéries et de champignons (Kliebenstein, 
2004). Etant donné que la teneur en sulfate dans les graines de Ler est plus importante que dans 
les graines de Col-0, il est possible de faire l’hypothèse que les graines de Ler sont plus riches 
en composés soufrés. Cette hypothèse se vérifie notamment sur les teneurs en GLS, qui sont en 
effet plus abondants dans les graines de Ler. Les profils des différents GLS sont par contre très 
différents entre les deux génotypes, Ler contenant surtout de la glucomalcolmiine, du 
glucoerysimumhieracifolium et de la glucojirsutine / glucoarabishirsuine, alors que le GLS le 
plus abondant chez Col-0 est la glucoérucine. Ces profils sont retrouvés très fidèlement dans 
les dosages de glucosinolates effectués par Kliebenstein et al. (2001), la principale différence 
étant une teneur plus faible de glucomalcolmiine dans les graines de Ler dosées par ces derniers 
par rapport aux notres. Il est aussi à noter que dans leurs expérimentations les graines de Col-0 
étaient plus riches en glucosinolates que les graines de Ler. Les glucosinolates dosés dans les 
graines d’A. thaliana, que ce soit par nous ou Kliebenstein et al., sont très majoritairement 
aliphatiques, l’exception étant la glucobrassicine, un glucosinolate indolique bien plus abondant 
chez Col-0 que chez Ler. Ce résultat est important, les glucosinolates aliphatiques, aromatiques 
et indoliques pouvant avoir des effets très différents sur A. brassicicola. Il a par exemple été 
montré que le produit majeur d’hydrolyse des GLS chez Col-0 au stade rosette, le 4‐
méthylsulphinylisothiocyanate (4‐MSOITC) (produit à partir du GLS majoritaire dans les 
feuilles de Col-0, la glucoraphanine qui est un GLS aliphatique), est toxique in vitro sur de 
nombreux champignons et bactéries. Les pathogènes biotrophes testés étaient tous sensibles au 
4‐MSOITC, alors que les champignons nécrotrophes B. cinerea et A. brassicicola y étaient 
résistants (Tierens et al., 2001). De même, l’accumulation de GLS aliphatiques néo-formés 
chez A. thaliana, des isopropyl-GSL et méthylpropyl-GSL, ne provoquerait aucune diminution 
de la sensibilité de la plante à A. brassicicola, alors que l’accumulation de GLS aromatiques 
néo-formés provoquerait même une augmentation de la sensibilité (Brader et al., 2006). Enfin, 
quant aux GLS indoliques, Tao et al. (2022) ont montré que leur biosynthèse, et notamment 
celle du 4-méthoxyindole-3-ylméthyl glucosinolate à partir de la glucobrassicine, diminuait la 
sensibilité d’A. thaliana et de Brassica oleracea à A. brassicicola. La différence de composition 
en GLS indoliques observée dans les graines pourrait donc procurer un avantage pour le 
génotype Col-0 dans l’interaction avec le champignon.  

En résumé, les graines de Ler et de Col-0 présentent des profils métaboliques différents, 
quantitativement mais aussi qualitativement. Certains métabolites pourraient donc être associés 
aux différences de sensibilités des plantules au champignon des deux génotypes. En se basant 
sur les connaissances issues de la littérature évoquées précédemment, il semble difficile de  
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relier directement la plupart des résultats obtenus sur les graines à la différence de sensibilité 
des deux génotypes étudiés. Cependant l’abondance de composés azotés chez Ler, notamment 
le NO3

- et le GABA, ou la présence de GLS indoliques chez Col-0, des phénomènes 
spécifiquement montrés dans la littérature sur le pathosystème A. thaliana / A. brassicicola, 
distinguent clairement les deux génotypes et pourraient expliquer au moins en partie la 
différence desensibilité au pathogène entre génotype au stade plantule. Il est enfin à noter que 
la grande majorité des résultats connus dans la littérature ont été obtenus sur des plantes adultes, 
et qu’il est difficile d’en conclure un effet direct sur les graines et la germination.    
 

IV.4.2. Rôle du métabolisme primaire du N, du C et du S et des voies de défense 
sur la sensibilité des plantules à A. brassicicola 

Afin d’évaluer l’influence de la nutrition azotée et du génotype sur l’induction des réponses de 
défense d'A. thaliana à la suite de l’inoculation par A. brassicicola, l'expression de deux gènes 
de défense a été étudiée. Les deux gènes testés, PR1 (marqueur de la voie de défense liée à 
l'acide salicylique) et PDF1.2 (marqueur de la voie de défense liée au JA / éthylène) sont 
significativement induits par l'inoculation fongique dans toutes les conditions de milieu et de 
génotype (Tableau 11). L’expression du gène PDF1.2 dépend également du génotype, elle est 
plus importante chez les plantules Col-0 que chez les plantules Ler (Tableau 13). Il est à savoir 
qu’en général, JA et l’éthylène sont deux phytohormones ayant un rôle important dans la 
régulation de la résistance systémique induite contre les pathogènes nécrotrophes, tandis que le 
SA joue un rôle central dans la résistance systémique acquise contre les pathogènes biotrophes 
(Dong, 1998). L’induction de ces deux gènes permet de faire l’hypothèse que les voies du SA 
et du JA sont induites par la présence de A. brassicicola. La voie du JA semble également plus 
induite dans les plantules Col-0 que dans les plantules Ler, ce qui pourrait en partie expliquer 
la sensibilité plus importante de ce dernier génotype au champignon nécrotrophe étudié. 

Les proportions atomiques de N dans les plantules (Tableau 9), ainsi que les teneurs en nitrate 
et ammonium (Tableau 10) ont également été évaluées, afin de clarifier le lien entre N et 
sensibilité. Concernant les proportions atomiques, les plantules cultivées en présence de 5 mM 
de N (NO3

- comme NH4
+) sont sans surprise plus riches en N que les plantules cultivées en 

présence de 0,1 mM NO3
-. Un effet de la présence du champignon a également été détecté sur 

les plantules Ler cultivées en condition 5 mM NO3
-, qui sont moins riches en N en présence du 

champignon qu’en son absence. Pour ce qui est des teneurs en nitrate, elles sont logiquement 
plus élevées en condition 5 mM NO3

- que dans les deux autres conditions azotées. Un effet de 
l’inoculation par le champignon similaire à celui observés dans le cas des teneurs en N est 
également observé, le nitrate étant moins abondant dans les plantules des deux génotypes 
cultivés en condition 5 mM NO3

- en présence d’A. brassicicola. Enfin, l’ammonium est 
logiquement plus abondant chez les plantules cultivées en condition 5 mM NH4

+ que dans les 
deux autres conditions de nutrition azotée. Il y a une interaction entre condition d’azote, 
inoculation et génotype dans le cas des teneurs en ammonium : la présence du champignon  
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augmentant la teneur en ammonium des plantules Col-0 et diminuant celle des plantules Ler, 
en condition 5 mM NH4

+. Ces résultats permettent premièrement de mettre en évidence que les 
différences de forme et de concentration en N du milieu nutritif se retrouvent dans les teneurs 
observées dans les plantules 14 jours après semis et inoculation, et que l’effet du milieu azoté 
sur la sensibilité de la plantule au champignon correspond en réalité à l’effet des teneurs azotées 
dans les plantules. Une teneur élevée en NO3

- dans les plantules apparaît ainsi associée à une 
moindre sensibilité des plantules d’A. thaliana à A. brassicicola, à l’inverse d’une teneur élevée 
en NH4

+ ou faible en N de manière générale. 

Une des principales différences induites par la nutrition NO3
- par rapport à la nutrition NH4

+ est 
la production de NO, une molécule signal majoritairement issue de la réduction du nitrite (NO2

- 

) par NR (Kaiser et al., 2002 ; Rockel et al., 2002 ; Planchet et al., 2005). La production de 
NO2

- étant dépendante du NO3
-, la production de NO dans des plantes nourries entièrement avec 

du NH4
+ comme seule source de N est très limitée, ce qui a été confirmé dans notre 

pathosystème au stade rosette (Barrit et al., 2022). Le NO est rapidement accumulé en condition 
de stress biotique, jouant le rôle d’une molécule signal importante dans la régulation de la 
défense des plantes face aux pathogènes (Delledonne et al., 1998 ; Planchet et al., 2006 ; 
Martínez-Medina et al., 2019 ; Jedelská et al., 2021). Il a notamment un rôle dans l’induction 
de la voie du SA (Durner et al., 1998) et dans l’accumulation de phytoalexines (Noritake et al., 
1996 ; Martínez-Medina et al., 2019), comme la camalexine dont l’importance dans la réponse 
de la plante à A. brassicicola a été prouvée (Thomma et al., 1999 ; Kruse et al., 2012 ; Kosaka 
et al., 2021). La sensibilité moindre des plantules en condition 5 mM NO3

-, associée à ces 
résultats de littérature présentant l’effet du NO sur les défenses des plantes, permettrait de faire 
l’hypothèse que la production de NO est induite dans cette condition de nutrition et aurait un 
rôle dans la défense de la plante. L’effet du NO est cependant complexe, et il convient de 
nuancer son effet sur les défenses des plantes. Il a en effet été montré que la synthèse du NO 
pouvait favoriser le pathogène dans l’interaction, en accélérant la colonisation de l’hôte dans le 
cas d’un pathogène nécrotrophe (Turrion-Gomez & Benito, 2011 ; Arasimowicz-Jelonek & 
Floryszak-Wieczorek, 2016 ; Zhao et al., 2020), ou en induisant la conidiation du champignon 
(Wang & Higgins, 2005 ; Gong et al., 2007 ; Samalova et al., 2013). La diminution des teneurs 
induites par la présence du champignon (teneurs en N pour Ler en condition 5 mM NO3

- ; 
teneurs en nitrate en condition 5 mM NO3

- ; teneurs en ammonium pour Ler en condition 5 mM 
NH4

+) pourrait être due à la consommation des ressources azotées de la plante par le 
champignon, celui-ci en étant dépendant pour sa croissance (Mur et al., 2016). Ces diminutions 
s’observent cependant surtout en condition 5 mM NO3

- et ne semblent donc pas être associées 
à un développement plus important du champignon sur les plantules, à l’exception peut-être du 
cas des plantules Ler en condition 5 mM NH4

+. Ces variations de teneurs pourraient également 
être dues à des variations de synthèse des AA ou d’absorption de N par les transporteurs.  

L’expression des gènes codant un transporteur de NO3
- (NPF6.3) et deux transporteurs de NH4

+ 
(AMT1.1 et AMT2.1) a d’ailleurs été étudiée. L’expression des gènes NPF6.3 et AMT1.1 est 
réprimée par la présence d’A. brassicicola dans les deux conditions 5 mM NH4

+ et 0,1 mM  
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NO3
-. Cette répression semble donc associée à une sensibilité plus importante au champignon. 

Ces deux gènes sont aussi plus fortement exprimés en condition 5 mM NO3
- dans les plantules 

du génotype Col-0 en présence du champignon, par rapport aux deux autres conditions de N 
(Tableau 13), reliant encore un peu plus l’expression de ces gènes associés au transport à une 
moindre sensibilité au pathogène. Il est important de rappeler que notre étude a été réalisée dans 
les parties aériennes seulement (expressions de gènes et abondance des métabolites). Nos 
résultats ne permettent donc pas de conclure de manière claire sur des différences d’absorption 
de formes et de teneurs de N entre les plantules cultivées dans les différents milieux / modalités 
étudiées. On peut faire l’hypothèse que la diminution des teneurs en composés N provoquées 
par le champignon en condition 5 mM NO3

- pourrait peut-être être dûe à un transport plus 
important de ces composés des parties aériennes (étudiées) aux parties racinaires (non étudiées), 
limitant l’accès d’A. brassicicola à ces ressources, ce dernier s’attaquant aux parties aériennes 
des plantes seulement (Köhl et al., 2010). Il a de plus été démontré que certains transporteurs 
de NO3

- étaient impliqués dans les défenses des plantes, tels que NRT2.1 dans le pathosystème 
P. syringae / A. thaliana (Camañes et al., 2012), NRT2.6-1 dans l’interaction entre Erwinia 

amylovora et A. thaliana (Dechorgnat et al., 2012) et NRT2.5 chez A. thaliana en réponse à 
l’infection par A. brassicae (Vahabi et al., 2018).  Il a par exemple été montré que NRT2.1 avait 
un effet négatif sur la résistance d’A. thaliana à P. syringae, l’inactivation de NRT2.1 rendant 
A. thaliana plus résistant à ce pathogène biotrophe. Cette différence de sensibilité s’expliquerait 
par une répression des voies de défense des plantes liées au SA par NRT2.1. 

Par ailleurs, l’importance d’autres composés liés au métabolisme primaire de Na été montrée 
dans notre étude, comme certains AA ou les polyamines ayant des rôles très importants dans la 
défense des plantes. Les résultats concernant les polyamines et leurs précurseurs sont détaillés 
dans la partie IV.4.3 de cette discussion, tandis que les résultats concernant le tryptophane et 
les métabolites secondaires dont il est le précurseur sont détaillés dans la partie IV.4.4. En plus 
de ceux-ci, un AA ressort très fortement des analyses effectuées pour expliquer la différence de 
sensibilité des plantules au champignon dans les différentes conditions de milieux N : la 
tyrosine. Cet AA est fortement accumulé en présence du champignon, dans les deux conditions 
azotées 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
- (Figure 3), et il est le métabolite le plus fortement corrélé 

positivement à l’impact du champignon (Figure 6). La tyrosine est le précurseur d’un composé 
de défense des plantes, la dhurrine qui est un glucoside cyanogénique (Celenza, 2001 ; Schenk 
& Maeda, 2018). A. thaliana ne produisant pas de glucosides cyanogéniques, l’effet de la 
tyrosine que nous constatons ne peut pas être lié à cette voie de synthèse. La tyrosine est 
également un précurseur de GLS aromatiques, comme le p-hydroxybenzylglucosinolate qui est 
le GLS majeur chez Sinapis alba (Du & Halkier, 1998). Les 23 GLS présents chez A. thaliana 
ne dérivent cependant que du tryptophane, de la méthionine et de la phénylalanine (Hogge et 

al., 1988), et le rôle de la tyrosine ne semble donc pas pouvoir s’expliquer par la synthèse de 
GLS dans les plantules. Le mode d’action de cet AA dans l’interaction ne semble pas pouvoir 

être clairement défini grâce à la littérature, et mériterait d’être étudié plus en détail.  
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L’étude du métabolisme primaire du C est également importante pour comprendre les 
interactions entre plante et pathogène. Il a premièrement un rôle énergétique, l’induction des 
défenses de la plante étant très coûteuse, et le pathogène ayant besoin de C pour son 
développement, qu’il prélève chez la plante (Heil & Bostock, 2002 ; Scheideler et al., 2002 ; 
Swarbrick et al., 2006 ; Talbot, 2010). Nous avons trouvé une proportion atomique en C plus 
faible dans les plantules cultivées en condition 5 mM NO3

-, en particulier chez les plantules 
Col-0, qui sont les modalités associées à une sensibilité moins importante au pathogène. Nos 
résultats sont également cohérents avec l’étude de Guo et al. (2006) qui montre que 
l’assimilation du CO2 étant plus élevée chez les plantes en condition de NH4

+ par rapport à NO3
- 

. Il est donc logique qu’elles soient plus riches en C. Quant à la proportion atomique en C plus 
élevée chez les plantules cultivées en 0,1 mM NO3

-, par rapport à 5 mM NO3
-, le résultat 

s’explique par la proportion bien plus faible en N de la condition faiblement concentrée en NO3
-

. Les AO, et notamment ceux du cycle de Krebs (le fumarate, le malate, le citrate, l’alpha-
cétoglutarate, l’isocitrate et le succinate) sont plus abondants en absence du champignon dans 
les plantules en condition 0,1 et 5 mM NO3

-. Ce résultat s’explique par la nécessité pour la 
plante de détoxifier NH4

+ en l’assimilant dans les AA, consommant les squelettes C provenant 
du cycle de Krebs via le cycle GS / GOGAT (Guo et al., 2006).  

Nous avons mis en évidence que la présence du champignon n’affecte pas les teneurs en AO 
des plantules cultivées en condition 5 mM NO3

- alors que celles des plantules cultivées en 
condition 0,1 mM NO3

- s’effondrent (Figure 3). Deux hypothèses peuvent être faites pour 
expliquer cette chute en AO : la diminution de l’activité métabolique de la plantule et donc de 
leur production à cause des symptômes très importants causés par le champignon dans cette 
condition, et/ou la consommation par le champignon de ces composés. Enfin, les fortes teneurs 
en AO sont corrélés très fortement à un impact faible du champignon (Figure 6). Cette 
corrélation semble plus liée à la forte teneur de ces composés en présence du champignon en 
condition 5 mM NO3

-, associée à peu de symptômes, qu’à un rôle de ces composés dans la 
défense de la plante. On notera tout de même la présence du shikimate dans les AO corrélés à 
un impact faible du champignon, précurseur du tryptophane. Des sucres en lien avec la 
glycolyse, comme le fructose, le fructose-6-phosphate (F6P) et le glucose-6-phosphate (G6P) 
se distinguent également. Le fructose est plus accumulé en présence du champignon en 
condition 5 mM NH4

+, et les teneurs en F6P et G6P sont corrélés à l’impact du champignon. 
En plus de leur rôle énergétique, les sucres associés à la glycolyse ont également un lien avec 
la défense des plantes. Par exemple, le saccharose, le glucose et le fructose induisent 
l’expression de protéines PR chez le tabac (Herbers et al., 1996) et l’hexokinase 1 
(phosphorylant le glucose en G6P) induit l’expression de protéines PR chez Arabidopsis (Xiao 
et al., 2000). Rojas et al. (2014) concluent que le métabolisme des sucres a un rôle dans les 
réponses de défense telles que l’accumulation de H2O2, l’expression des gènes PR, 
l’accumulation du SA et l’élicitation de la RH. Or, la RH pourrait avantager les nécrotrophes, 
ces derniers se nourrissant des restes de cellules mortes (Glazebrook, 2005). Cette hypothèse 
semble compatible avec nos résultats, les composés du métabolisme des sucres se distinguant 
étant plutôt lié à la sensibilité d’A. thaliana à A. brassicicola. Nous avons également mis en  
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évidence une corrélation (positive) entre l’abondance en cellobiose et l’impact du champignon. 
Il est possible de faire l’hypothèse que ce métabolite est un marqueur de l’impact du 
champignon sur les cellules des plantules, provenant de la décomposition de la cellulose dans 
parois cellulaires de la plante (Pettipher & Latham, 1979 ; Zhou et al., 2012), par les cellulases 
produites par A. brassicicola (Deep et al., 2014). Enfin, la présence du champignon provoque 
également l’accumulation de dihydroxyacétone phosphate, dans toutes les conditions d’azote, 
ceci pour les deux génotypes, mais il est difficile de lier ce métabolite aux défenses des plantes. 
Ce lien pourrait peut-être être associé à un effet du glycérol-3-phosphate, synthétisé à partir de 
la dihydroxyacétone phosphate, qui est essentiel à la résistance systémique acquise chez A. 

thaliana (Chanda et al., 2011). 

Enfin, il convient de discuter du soufre (S), un composé impliqué dans la synthèse de molécules 
de défense d’A. thaliana importantes pour la défense face aux pathogènes, comme les GLS et 
les phytoalexines indoliques (Bednarek, 2012 ; Macioszek et al., 2020). La proportion atomique 
de S est très stable entre les différentes conditions étudiées. Le sulfate est au contraire plus 
abondant dans les plantules cultivées en nutrition NO3

- par rapport à la nutrition NH4
+. Le statut 

nutritionnel de la plante en ce qui concerne le sulfate a un rôle dans la défense d’A. thaliana 
face à A. brassicicola, des teneurs plus élevées favorisant la plante dans l’interaction et 
induisant notamment la production de camalexine (Kruse et al., 2012). Les effets des 
métabolites secondaires soufrés comme la camalexine et les GLS indoliques sont discutés en 
détail dans la partie IV.4.4 de cette discussion. 

 

IV.4.3. Impact des polyamines sur les différences de sensibilité observées entre 
conditions azotées et génotypes 

Des polyamines ainsi que leurs précurseurs (arginine (Arg), citrulline (Cit) et ornithine (Orn)) 
ont été mis en évidence dans notre étude métabolique des plantules, en lien avec leur sensibilité 
au champignon en fonction de la condition nutritive azotée. Il a été précédemment montré que 
les polyamines, comme la putrescine (Put), la spermidine (Spd), la spermine (Spm), la 
thermospermine (Tspm) et la cadaverine (Cad), ont un rôle actif dans les interactions entre 
plantes et pathogènes (Jiménez-Bremont et al., 2014). Ce rôle peut, soit être exercé directement 
par les polyamines, soit dépendre de leur catabolisme. Par exemple, les teneurs en polyamines, 
ainsi que l’activité des enzymes liées à leur synthèse augmentent dans les tissus infectés, que 
ce soit en présence d’un pathogène biotrophe comme d’un nécrotrophe (Walters, 2003 ; Hussain 
et al., 2011). Cette accumulation de polyamines libres s’accompagne généralement de deux 
phénomènes importants pour la réponse de défense des plantules : une augmentation de la 
concentration en polyamines conjuguées (Rodriguez-Kessler et al., 2008 ; Muroi et al., 2009) 
et une induction de l’activité des PAO (Marini et al., 2001 ; Cowley & Walters, 2002) 
catabolisant les polyamines. C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier l’expression d’un panel 
de gènes impliqués dans la synthèse et dans l’oxydation des polyamines. Tout d’abord, une  
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abondance très variable des polyamines et de certains de leurs précurseurs a été mise en 
évidence en fonction de la condition nutritive azotée (Tableau X). L’Arg, la Cit, l’Orn, la Cad, 
la Put et la Spd sont en effet plus abondantes en condition 5 mM NH4

+ et moins abondantes en 
condition 5 mM NO3

- et 0,1 mM NO3
-. Quant à la Spm, celle-ci est plus abondante en condition 

5 mM NH4
+ et 0,1 mM NO3

- qu’en condition 5 mM NO3
-. L’accumulation de polyamines libres 

en condition NH4
+ par rapport aux condition NO3

- est classique, et pourrait avoir un rôle de 
maintien du pH cellulaire lors d’un stress ammoniacal (Altman & Levin, 1993 ; Houdusse et 

al., 2005). Certaines études ont également montré une corrélation positive entre la concentration 
exogène en N et en NO3

- et les teneurs en polyamines (Serapiglia et al., 2008 ; Paschalidis et 

al., 2019), mais ce résultat ne se retrouve pas dans notre étude, les teneurs de polyamines en 
condition 5 mM NO3

- n’étant pas supérieures à celles en condition 0,1 mM NO3
-. L’expression 

des gènes impliqués dans la biosynthèse des polyamines permet d’expliquer la faible teneur de 
Put en condition 5 mM NO3

- : ADC2, qui permet la formation de Put, est moins exprimé dans 
cette condition de N, tandis que SPDS2 permettant la formation de Spd à partir de Put est plus 
exprimé dans cette condition. Il est à noter que l’Arg, l’Orn et la Cit, qui sont donc moins 
consommées en condition 5 mM NO3

- pour former de la Put, sont tout de même plus abondantes 
en condition 5 mM NH4

+, laissant penser que leur production est bien plus forte dans cette 
condition. Concernant les gènes en lien avec la synthèse de Spd, l’expression de SPDS2 est plus 
importante en condition 5 mM NO3

-, ce qui est aussi le cas de SPDS1 en présence du 
champignon. En son absence, SPDS1 est au contraire moins exprimé en condition 5 mM NO3

-

. Si l’expression des gènes liés à la synthèse de Spd est liée à la condition 5 mM NO3
- c’est 

également le cas de ACL5 permettant la formation de Tspm à partir de Spd. La production (à 
partir de la Put) et consommation de Spd (pour former de la Tspm) étant toutes les deux a priori 
plus importantes en condition 5 mM NO3

-, il n’est finalement pas surprenant d’observer un 
même effet de la condition azotée sur les abondances de cette polyamine et de son précurseur, 
i.e. la Put. La teneur en Spm diffère de celles des autres polyamines de la voie de biosynthèse. 
En effet cette dernière n’est pas seulement plus abondante en condition 5 mM NH4

+, elle l’est 
aussi en condition 0,1 mM NO3

-, ce qui pourrait s’expliquer par l’expression plus importante 
du gène SPMS en condition 0,1 mM NO3

-. 
 
La Spm et la Put sont plus abondantes en présence du champignon en condition 5 mM NH4

+, 
et la Cad en condition 5 mM NO3

-. Cette relation entre accumulation de polyamines et infection 
par un champignon nécrotrophe est cohérente avec la littérature (Walters, 2003 ; Hussain et al., 
2011). L’Orn et la Cit sont au contraire moins abondantes en présence d’A. brassicicola en 
condition 5 mM NH4

+, un résultat explicable par la consommation de ces deux AA afin de 
produire de la Put, et à terme de la Spm. L’expression de ADC1, ADC2 et SPMS est globalement 
induite en présence du champignon, ce qui semble cohérent avec d’autres études (Coghlan & 
Walters, 1990 ; Moschou et al., 2008). Cependant, l’expression d’ADC2 et de SPMS n’est pas 
spécifiquement induite en condition 5 mM NH4

+. L’expression de SPDS1 et SPDS2 est quant à 
elle globalement plus faible en présence du champignon, ce qui pourrait expliquer que les 
teneurs en Spd n’augmentent pas.  
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Le rôle des polyamines dans les défenses des plantes est, de manière générale, surtout relié à la 
Spm (Jiménez-Bremont et al., 2014). L’augmentation des teneurs en Spm dans l’apoplasme de 
plants de tabac en réponse à l’infection par le virus de la mosaïque du tabac est par exemple 
responsable d’une induction de l’expression de différentes PR, provoquant une sensibilité 
moindre de la plante (Yamakawa et al., 1998). Chez Arabidopsis, l’accumulation de Spm induit 
l’expression de gènes liés à la perception des pathogènes et à la défense, en présence de la 
bactérie Pseudomonas viridiflava (Gonzalez et al., 2011). La Put a également un rôle dans les 
réponses de défense d’A. thaliana. Il a en effet été montré qu’un apport exogène en Put réduisait 
la sensibilité d’un mutant ADC2 à P. syringae (Kim et al., 2013). Un rôle de la Spd a été 
démontré chez le tabac dans la résistance au virus de la mosaïque du tabac (Lazzarato et al., 
2009). Il est cependant difficile dans ces deux cas de conclure de manière sûre à un effet direct 
de la Put et de la Spd, plutôt qu’à un effet lié à une production de Spm à partir de la Put et de la 
Spd. Quant à la Tspm, elle semble aussi efficace pour l’induction des défenses de la plante que 
son isomère, la Spm, un apport exogène de cette première réduisant la sensibilité d’A. thaliana 

au virus de la mosaïque du concombre et à P. syringae (Sagor et al., 2012 ; Marina et al., 2013 ; 
Jiménez-Bremont et al., 2014). Il est à noter qu’une explication pour l’effet des polyamines 
pourrait être lié au NO, l’apport exogène de Spd et de Spm induisant la production de NO dans 
les plantules d’A. thaliana (Wimalasekera et al., 2011). Les polyamines libres ne sont pas les 
seules à avoir un impact sur les défenses des plantes. En effet, l’accumulation de polyamines 
libres lors d’une interaction biotique s’accompagne généralement d’une augmentation de la 
concentration en polyamines conjuguées (Rodriguez-Kessler et al., 2008 ; Muroi et al., 2009), 
ces dernières ayant des propriétés antifongiques (Mackintosh et al., 1997 ; Walters et al., 2001). 
Muroi et al. (2009) ont notamment montré que l’accumulation de polyamines conjugées, 
comme la p-coumaroylputrescine ou la feruloylputrescine, dans les feuilles d’Arabidopsis en 
réponse à l’inoculation par A. brassicicola diminuait la sensibilité de la plante au champignon. 
L’effet de ces métabolites a été conforté par l’inactivation du gène AtACT (codant pour une 
enzyme conjuguant les polyamines) qui provoque une hausse de la sensibilité de la plante. 
L’étude de l’expression de ce gène, ainsi que des teneurs en polyamines conjuguées pourrait 
aider à la compréhension de nos résultats. 
Les effets des polyamines libres et conjuguées que nous avons présentés jusqu’à présent 
semblent promouvoir très fortement l’idée d’une diminution de la sensibilité des plantes liées 
aux polyamines, notamment dans le pathosystème A. thaliana / A. brassicicola. Or, la Cad, la 
Put, la Spd et les précurseurs de polyamines sont plus abondants en condition 5 mM NH4

+, une 
condition nutritive azotée associée à une forte sensibilité des plantules au champignon 
pathogène. Quant à la Spm, a priori la polyamine libre la plus importante pour les défenses des 
plantes, sa teneur est non seulement plus importante dans les deux conditions de N où la plantule 
est la plus sensible au champignon, i.e. 5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-, mais son accumulation 

est également positivement corrélée à l’impact du champignon, déterminé grâce au HAI (Figure 
6). Cette apparente contradiction pourrait s’expliquer par les phénomènes d’oxydation des 
polyamines. 
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L’oxydation des polyamines est réalisée par des oxydases, les DAO dans le cas du catabolisme 
de la Put et de la Cad, et par les PAO dans le cas de la Spd et de la Spm.  L’induction de 
l’expression de PAO1, PAO3 et PAO4 en présence du champignon révélée dans notre étude 
(Tableau X) est cohérente avec les observations de Marini et al. (2001) et de Cowley & Walters 
(2002) montrant que l’activité des PAO est induite au contact de pathogènes. Par ailleurs, 
l’expression des gènes codant les PAO est plus importante pour les conditions nutritives 
associées à une plus grande sensibilité au champignon (0,1 mM NO3

- pour les trois gènes PAO, 
5 mM NH4

+ pour PAO4) comparativement à celle associée à une sensibilité au champignon 
plus faible (5 mM NO3

-). L’action des PAO et des DAO dans les défenses des plantes résulte 
en partie de la production d’H2O2 découlant du catabolisme des polyamines, un phénomène qui 
contribue à la mort cellulaire chez l’hôte via la RH (Marini et al., 2001 ; Cowley & Walters, 
2002 ; Rea et al., 2004). Les pathogènes nécrotrophes fonctionnant en tuant les cellules de leur 
hôte et en se nourrissant de leurs restes, il est raisonnable de penser que la RH pourrait les 
avantager (Glazebrook, 2005). Cette hypothèse est confirmée par l’effet différent de 
l’oxydation des polyamines en fonction du mode de vie du pathogène. En effet, la RH causée 
par l’oxydation des polyamines a un effet positif sur la résistance des plantes aux pathogènes 
biotrophes et hémibiotrophes comme P. syringae, Magnaporthe grisea, Pseudomonas cichorii 
ou Phytophthora parasitica (Moschou et al., 2009 ; Yoda et al., 2009). De plus, Marina et al. 

(2008) ont démontré que, si l’oxydation des polyamines réduisait la colonisation de la bactérie 

biotrophe P. viridiflava, elle favorisait le développement du champignon nécrotrophe 
Sclerotinia sclerotiorum. La littérature présentée précédemment sur l’importance du rôle de la 
Spm sur les défenses des plantes est en réalité également liée à l’oxydation des polyamines et 
à la RH. La résistance du tabac au virus de la mosaïque du tabac est en effet liée à une oxydation 
de la Spm conduisant à la RH (Takahashi et al., 2003, 2004). De même, l’inhibition des PAO 
réduit très fortement l’induction par la Spm de gènes liés à la perception des pathogènes et à la 
défense chez Arabidopsis (Gonzalez et al., 2011), montrant l’importance de l’oxydation dans 
le rôle de la spm. Il est tout de même important de remarquer que le rôle de l’oxydation des 
polyamines ne se limite pas à la production d’H2O2 et à la RH. L’oxydation de la Put et de la 
Spd peut en effet mener à la production de delta-pyrroline, un précurseur du GABA, un AA 
impliqué dans la sensibilité d’A. thaliana à A. brassicicola (Botanga et al., 2012).  
Il est clair à la vue de tous ces éléments que les polyamines ont un rôle important dans 
l’interaction entre la plante et le champignon dans notre étude. Son rôle exact est par contre 
plus difficile à percevoir clairement tant les effets que les polyamines peuvent avoir sont 
opposés. L’abondance des polyamines dans les deux conditions de N augmentant la sensibilité 
de la plante au champignon laisse penser que l’effet négatif de l’oxydation des polyamines sur 
la résistance des plantes face aux pathogènes nécrotrophes l’emporte sur l’effet positif des 
polyamines conjuguées sur les défenses d’A. thaliana face à A. brassicicola. De manière 
générale, l’effet des polyamines sur les pathogènes nécrotrophes reste difficile à prévoir et est 
dépendant du pathosystème (Edreva, 1997 ; Rea et al., 2002 ; Moschou et al., 2008 ; 
Nambeesan et al., 2012). Il serait intéressant d’éclaircir ce rôle en contrôlant leur synthèse, en 
éteignant les gènes codant l’ADC par exemple. 
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IV.4.4. Impact des composés de défense dérivant du tryptophane sur les 
différences de sensibilité observées entre conditions azotées et génotypes  

 
Dans notre étude, il a été mis en évidence que le tryptophane est plus abondant dans les plantules 
cultivées en condition 5 mM NH4

+ par rapport à celles cultivées en conditions 5 mM NO3
- et 

0,1 mM NO3
- (Figure Y). Une augmentation de la teneur en tryptophane est également induite 

par la présence du champignon en condition 5 mM NO3
-, pouvant laisser présager, soit d’une 

induction des voies de biosynthèse de composés de défense dérivant du tryptophane dans cette 
condition de N, soit d’une diminution de la synthèse de ces composés et donc une 
consommation moindre de leur précurseur. Le tryptophane est en effet un précurseur de 
molécules indoliques impliquées dans les défenses des plantes de la famille des Brassicacées 
face aux pathogènes. Il est converti en indole-3-acetaldoxime (IAOx) par CYP79B2 et 
CYP79B3, qui est ensuite impliqué dans les voies de biosynthèse des GLS indoliques et de la 
camalexine (Hansen & Halkier, 2005). Nous n’avons pas pu doser les GLS et la camalexine par 
manque de matériel biologique, mais nous avons étudiés l’expression de plusieurs gènes liés à 
leur métabolisme afin d’étudier indirectement leur accumulation dans les plantules, et donc leur 
rôle dans les défenses d’A. thaliana à A. brassicicola. 
L’expression de deux gènes de la voie de biosynthèse de la camalexine a été étudiée, celle de 
CYP79B2, et celle de CYP71B15 (aussi appelée PAD3) qui code l’enzyme responsable de la 
dernière étape de la biosynthèse (Schuhegger et al., 2006). Ces deux gènes sont très fortement 
surexprimés en présence d’A. brassicicola, quels que soient le génotype et les conditions de N. 
Ce résultat est cohérent avec la littérature, la synthèse de la camalexine étant induite lors de 
l’infection par un pathogène nécrotrophe comme A. brassicicola ou Botrytis cinerea (Thomma 
et al., 1999). Concernant l’effet de la nutrition N sur l’expression de ces gènes, CYP79B2 est 
sous exprimé en condition 5 mM NO3

-. CYP71B15 l’est également mais seulement en absence 
du champignon. Le fait que CYP71B15 ne soit pas sous exprimé en condition 5 mM NO3

- 

(favorisant les défenses de la plante) lors de l’infection par le champignon est rassurant, la 
camalexine ayant un rôle important dans la défense d’A. thaliana. Il a en effet été montré que 
la camalexine avait un rôle dans la défense face au pathogène Phytophthora brassicae 
(Schlaeppi et al., 2010) et dans notre pathosystème, face au pathogène A. brassicicola (Kruse 
et al., 2012 ; Kosaka et al., 2021). L’effet de la camalexine sur A. brassicicola a également été 
démontré via l’étude d’un mutant de CYP71B15, incapable de synthétiser de la camalexine, la 
taille des nécroses et le nombre de conidies étant en effet bien plus importants chez les feuilles 
des mutants par rapport aux plantes sauvages (Thomma et al., 1999, Joubert et al., 2011). 
En plus de CYP79B2, quatre gènes de la voie de biosynthèse des GLS indoliques ont été 
étudiés : CYP83B1, MYB51, ST5A et CYP81F2. Ces gènes sont globalement surexprimés en 
condition d’infection par le champignon, ce qui est cohérent avec la littérature, les teneurs en 
GLS et l’expression des gènes de leur synthèse étant plus élevées en présence de pathogènes 
(Siemens & Mitchell-Olds, 1998 ; Schlaeppi et al., 2010). Tous ces gènes sont par contre sous 
exprimés en présence de 5 mM NO3

- par rapport aux deux autres conditions de N. Ce résultat 
n’est pas très étonnant en ce qui concerne la comparaison NO3

- / NH4
+, les GLS s’accumulant  
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chez Arabidopsis en cas de nutrition NH4
+ (Marino et al., 2016), même s’il convient de nuancer 

en ajoutant que cette accumulation concerne surtout des GLS aliphatiques. L’expression 
moindre des gènes de biosynthèse des GLS indoliques en condition 5 mM NO3

- par rapport à 
la condition 0,1 mM NO3

- est par contre plus surprenante, les teneurs en GLS étant en général 
plus élevées en condition de N élevé (Yan & Chen, 2007). Enfin, il est important de remarquer 
que l’expression des gènes de biosynthèse des GLS indoliques est plus faible dans la condition 
de N pour laquelle les plantules sont le moins sensibles au champignon (5 mM NO3

-), alors que 
leur expression est plus forte dans les conditions de N pour lesquelles les plantules sont le plus 
sensibles (0,1 mM NO3

- et 5 mM NH4
+). Ce résultat est contradictoire avec l’effet des GLS 

indoliques, qui augmenterait les défenses d’A. thaliana face à Phytophtora brassicae (Schlaeppi 
et al., 2010) mais face à A. brassicicola (Tao et al., 2022). Ces derniers ont montré que leur 
biosynthèse, et notamment celle du 4-méthoxyindole-3-ylméthyl glucosinolate par CYP81F2 à 
partir de la glucobrassicine, diminuait la sensibilité d’A. thaliana et de B. oleracea à A. 

brassicicola. Une explication pour ce résultat pourrait être liée au fait que l’expression des 
gènes a été mesurée 14 JAI, soit très tardivement par rapport au début de l’induction des 
défenses des plantes. Le turnover en GLS est très important à ce stade et les profils de GLS 
dosés ne correspondent pas à ceux du début de l’interaction. De plus, les tissus des plantules de 
ces conditions de N, plus affectées par le champignon, subissent des dégâts importants et donc 
une mise en contact des GLS et des myrosinases, se traduisant par une plus grande 
consommation de GLS, et donc peut-être un besoin plus important de les renouveler. Il est 
également possible d’imaginer les plantules les plus riches en ressources N synthétiseraient plus 
rapidement des composés de défense, et que ce qui est observé à 14 JAI pourrait refléter l’effet 
d’un décalage temporel de l’induction des défenses de la plante.  
 
Un facteur d’explication de ces résultats pourrait être lié aux myrosinases. Ces enzymes, TGG1 
et TGG2 chez Arabidopsis, sont capables d’hydrolyser les GLS, ce qui est absolument 
nécessaire à l’expression de leur activité biologique, contre les pathogènes notamment (Xue et 

al., 1995 ; Andersson et al., 2009). La présence du champignon a un effet négatif sur 
l’expression du gène TGG1 pour les deux conditions sensibles 0,1 mM NO3

- et 5 mM NH4
+.  

L’expression des deux gènes TGG1 et TGG2 est par contre induite par la condition 5 mM NO3
-

. Enfin, l’expression de TGG2 est influencée par le génotype des plantules, elle est plus 
importante chez Col-0 que chez Ler. Contrairement aux GLS, les teneurs en myrosinases 
n’augmentent pas nécessairement à la suite de l’infection par un pathogène (Siemens & 
Mitchell-Olds, 1998), il n’est donc pas surprenant qu’il n’y ait pas d’augmentation de 
l’expression de ces gènes en présence du champignon. L’expression plus importante des gènes 
codant pour les myrosinases en condition 5 mM NO3

- est par contre en contradiction avec la 
littérature, TGG1 et TGG2 étant d’après Marino et al. (2016) plus abondantes chez A. thaliana 
en condition NH4

+ par rapport à NO3
-. Enfin, que ce soit pour le milieu azoté (5 mM NO3

-) ou 
le génotype (Col-0), l’induction de l’expression des gènes codant des myrosinases semble 
corrélée à une plus faible sensibilité des plantules au champignon A. brassicicola. Ces résultats 
suggèrent que les différences de sensibilité observées pourraient être en partie liées à l’activité 
des GLS permise par les myrosinases.  
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En conclusion, le profil des teneurs en tryptophane (plus élevée en condition NH4
+ et moins 

élevées en condition NO3
-) à 14 JAI pourrait ne pas être liée à une synthèse plus importante de 

la camalexine et des GLS indoliques en condition de NO3
-, l’expression des gènes de synthèse 

de ces derniers étant globalement plus faible dans ces conditions de N. L’expression de 
CYP71B15 étant induite en présence d’A. brassicicola, il est possible de faire l’hypothèse d’un 
rôle de la camalexine dans les défenses de la plante face au champignon. Sur la base des profils 
d’expression des gènes étudiés, les GLS indoliques semblent également accumulés en présence 
du champignon, et donc jouer un rôle dans les défenses de la plante face au champignon. Les 
gènes de leur biosynthèse sont cependant plus exprimés dans les conditions de N les plus 
sensibles ce qui semble contradictoire. Il est tout de même possible de relier les GLS et la 
condition 5 mM NO3

- grâce aux myrosinases qui sont plus exprimées dans cette condition et 
semblent très liées au succès de la plante face à A. brassicicola. Il faudrait doser les GLS et la 
camalexine dans les plantules pour élucider leur rôle dans l’interaction biotique, ce qui n’a pu 
être effectué par manque de matériel biologique. Il serait aussi intéressant d’évaluer les teneurs 
en myrosinase par immunoélectrophorèse et leur activité, en mesurant la consommation d’un 
de leur substrat, comme la sinigrine, par spectrophotométrie (Barth & Jander, 2006 ; Marino et 

al., 2016). 
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Annexes  

 

Tableau S1 : Séquence des amorces pour l’amplification par RT-qPCR. (a) gènes d’A. thaliana, (b) 
gènes d’A. brassicicola. 
 
(a) gènes d’A. thaliana 

Gène Séquence amorce Forward Séquence amorce Reverse 

AtActine GGTAACATTGTGCTCAGRGGTGG   AACGACCTTAATCTTCATGCTGC    

AtUBQ1 TTCCTTGATGATGCTTGCTC TTGACAGCTCTTGGGTGAAG 

AtACL5 TGGGAAAATGCAAAGTGCTG ATAACAACTTTCTCGATCGTCGTGT 

AtADC1 GTGGTGATAAGGGGAACGACA CAACCGAAATAAGACCAATTCTCAT 

AtADC2 GCGATGGACCACACAGCTT AGAACATCCGCTGAGGACTGA 

AtAMT1.1 ACGACATTATCAGTCGC CTGTCCTGTGTAGATTAACG 

AtAMT2.1 AGAAGATGAGATGGCAGGAATG AAACAGTCAAGGTCGGTGTAG 

AtCYP71B15 AACCCACCATTAAGGAGC TCATAAAATATATACGGCGTCG 

AtCYP79B2 CTCGCGAGACTTCTTCAAGG CCATAACCAACGGTTTAGCC 

AtCYP79B3 ACGTACGGCGAGGATAATTC CAAAAGGACCAAAACCGAAC 

AtCYP81F2 TGGCTATGCGTAAACTCGTG CCGGTAAACTTCAAAATGGTG 

AtCYP83B1 TTCATGAACGAGCACAAAGG CATTGCAATCCCAAGATGC 

AtMYB51 TCGAACTTTGACGTTGATGG CGAAATTATCGCAGTACATTAGAGG 

AtNPF6.3 AAAGCTGCCACACACTGAAC ATTGTGCGACTGATAATGTCGT 

AtPAO1 GCTCTAACATTCTGGTGGTGACG CCCAAACATGTCCCTGAGAACAC 

AtPAO3 ACAAACCTCACGACCTCTATG TCAAGCACACGCATCCTG 

AtPAO4 GGGAACAGTGACATTCTCGAAAC AATTGGAACCCTGCTTCTGTCTG 

AtPDF1.2 TTGCTGCTTTCGACGCA TGTCCCACTTGGCTTCTCG 

AtPR1 GGTTAGCGAGAAGGCTAACTAC CATCCGAGTCTCACTGACTTTC 

AtSPDS1 GGATCCTCGCGTGAACCTT CGTATGATCCTTCAGCAGCATTC 

AtSPDS2 AATCGGTCCAGCAAAAGAGC GGTCCAAGCGTAGTTAACAGATCC 

AtSPMS TGCTGCTGAGTTCCTCCGTA AGCAGGACCTACGGGATCTG 

AtST5a ATGGCTGCTCGTATTGATGG CCGCACCAAATAACAGAAGG 

AtTGG1 GTTGGTGATCGGCTTCCAGA GAGAGTTGTGCGTGAGTCCA 

AtTGG2 GGCTTCACTCACCGATACCC AGGCGTTATGTTCCTTGCGA 

 

(b) gènes d’A. brassicicola 

Gène Séquence amorce Forward Séquence amorce Reverse 

AbActine GGCAACATTGTCATGTCTGG GAGCGAAGCAAGAATGGAAC 

AbTubuline TTCAACGAAGCCTCCAACAAC GTGCCGGGCTCGAGAT 

Ab05765.1 CCTCGTTGGCACCTTCTTCT CTTTGGGCCAGTAAGAGGGG 

Ab08716.1 GCTTTGTCGCCGATGTCATC TGAGGTACGAGCGCAAAGTT 

Ab09447.1 GTCGTACTCATGGGTCGGTC ATAAGGGAGAGGGCGGACTT 

AbAREA CCCTGCTACTTGGAGTCGAG ATGGTGCTTCCTCTGTCACC 

AbChymotrypsine CGGTACCACTGGAAACACT TGGGTGAGACCAGTAACACG 

AbGST1 GCCCTAGTCACCGGAAACATC CGACGCCGTTGGTAATGG 
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Figure S1 : Analyse en Composantes Principales des teneurs en métabolites (AA, AO, sucres, polyamines) comparant les 
conditions d’inoculation et de génotype au sein des différents milieux azotés. Comparaison entre échantillons traités par H2O et 
inoculés par Abra43, (a) au sein de la condition 5 mM NH4

+, (b) au sein de la condition 0,1 mM NO3
-, (c) au sein de la condition 

5 mM NO3
-. Comparaison entre échantillons Col-0 et Ler, (d) au sein de la condition 5 mM NH4

+, (e) au sein de la condition 0,1 
mM NO3

-, (f) au sein de la condition 5 mM NO3
-. Chaque point représente un échantillon, correspondant à la moyenne des 

dosages de métabolites dans une condition de génotype, d’inoculation et de nutrition azotée.
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IV.5. Conclusion  

 

Les expériences présentées dans ce chapitre ont tout d’abord montré que les résultats relatifs à 
la sensibilité des plantules d’A. thaliana à A. brassicicola, en fonction la condition nutritive 
azotée, et cultivées grâce au dispositif expérimental développé (Barrit et al. soumis) sont 
cohérents avec ceux présentés dans le chapitre 2. On retrouve en effet dans ces expérimentations 
que les plantules cultivées en condition 5 mM NO3

- présentent plus de développement aérien et 
moins de sensibilité au pathogène, et que les plantules de Ler sont plus sensibles au pathogène 
que celles de Col-0. Ceci témoigne de la répétabilité des résultats obtenus grâce au dispositif. 
Dans le but d’expliquer ces différences de sensibilité au champignon, le profilage métabolique 
des plantules a été effectué. Ces analyses, centrées sur les métabolites du métabolisme primaire 
du C et du N et sur certains métabolites secondaires associés à la défense de la plante 
(polyamines, camalexine, GLS), ont permis d’élaborer des hypothèses concernant le rôle du N 
dans la variation de la sensibilité des plantules.  

Premièrement, les tissus des plantules cultivées en condition 5 mM NO3
- sont, logiquement, les 

plus riches en nitrate. Ce résultat pourrait être liée à leur sensibilité plus faible par une plus 
grande production de NO (à partir du nitrite), un molécule signal très importante dans la 
régulation des défenses des plantes face aux organismes pathogènes. Le dosage du NO dans les 
plantules semble donc nécessaire à la poursuite de l’étude de l’effet du N sur cette interaction. 
Ensuite, certains composés du métabolisme C se distinguent également. Les AO du cycle de 
Krebs sont très abondants dans les plantules des deux conditions NO3

- en absence du 
champignon, mais leurs teneurs chutent en présence du champignon dans le cas de la condition 
0,1 mM NO3

-. Ce résultat pourrait être dû, soit à une consommation de ces métabolites par le 
champignon, soit à une chute de leur production causée par l’impact très fort du champignon 
dans cette condition. Les teneurs en certains métabolites liés à la glycolyse sont corrélées à 
l’impact du champignon sur les plantules ; ces composés pourraient être importants dans 
l’interaction notamment en participant à l’induction de la réponse hypersensible qui peut être 
bénéfique pour le pathogène dans le cas d’un organisme nécrotrophe.  

Pour ce qui est de l’expression des gènes de défense, l’expression du gène PDF1.2, un marqueur 
de la voie du JA, est plus élevée chez le génotype Col-0, ce qui pourrait contribuer à sa moindre 
sensibilité au champignon.  

Les polyamines semblent jouer un rôle important dans l’interaction et dans l’effet de la 
condition azotée sur celle-ci. La nature exacte de ce rôle est par contre plus difficile à définir 
tant les effets des polyamines décrits dans la littérature sont contradictoires :la conjugaison des 
polyamines favorise la défense d’A. thaliana face à A. brassicicola, tandis que leur oxydation 
aurait a priori un effet opposé. Les polyamines sont plus abondantes dans les deux conditions 
de N étudiées favorisant le développement de la maladie, ce qui laisse cependant penser qu’elles 
favoriseraient plutôt le champignon dans l’interaction. Les métabolites secondaires de défense  
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dérivés du tryptophane, camalexine et GLS indoliques, semblent également avoir un rôle, les 
gènes de leurs voies de biosynthèse étant induits en présence du champignon. Il a été montré 
dans notre étude que les gènes de la voie des GLS indoliques, connus pour leur rôle dans la 
défense d’A. thaliana face à A. brassicicola, étaient sous exprimés dans la condition de N 
favorisant la plante par rapport au champignon (concentration de NO3

- élevée), ce qui est 
inattendu. Il est tout de même possible de relier l’activité biologique des GLS à cette condition 
de N. Elle est en effet dépendante des myrosinases dont les gènes sont plus exprimés dans cette 
condition de N, et semblent donc liées au succès de la plante face à A. brassicicola. Les dosages 
effectués dans les graines ont permis de révéler de nombreuses différences métaboliques entre 
les graines des deux génotypes. Se sont notamment distinguées l’abondance plus élevée de 
composés azotés (NO3

- et AA) dans les graines du génotype sensible, et la présence dans les 
graines du génotype moins sensible de GLS indoliques, permettant cette fois encore de relier 
sensibilité réduite et GLS indoliques. Les GLS n’ont pas été dosés au stade plantule par manque 
de matériel biologique, il apparait pourtant crucial de le faire pour approfondir l’étude de leur 
rôle. De même, il serait intéressant de doser les myrosinases et leur activité dans les différentes 
conditions étudiées.  

Enfin, les résultats ont été obtenus 14 jours après l’inoculation, et une étude cinétique semble 
nécessaire afin de visualiser l’évolution des teneurs métaboliques et l’induction des voies de 
défense au cours du temps. Il serait particulièrement intéressant d’étudier l’interaction très 
précocement (sur des graines imbibées, quelques heures ou un jour après inoculation par 
exemple), afin de visualiser les premiers changements métaboliques effectués par la plante en 
réponse à l’infection par le champignon.  
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Conclusion générale et perspectives  

 

L'azote, en plus d’être l’un des macronutriments les plus importants pour les plantes, a 
également un rôle central et complexe (dépendant de sa forme et de sa concentration) dans les 
interactions entre plantes et pathogènes. C’est dans ce contexte que nous avons décidé d’étudier, 
dans un premier temps au stade rosette, l'effet du régime de nutrition azotée (NO3

- vs NH4
+) de 

la plante sur la sensibilité de la plante modèle des Brassicacées A. thaliana au champignon 
nécrotrophe A. brassicicola. Cette étude a permis de mettre en évidence, sur un génotype (Col-
0), que la nutrition NO3

- (5 mM) augmente la sévérité des symptômes causés par A. brassicicola 
sur les feuilles d’A. thaliana au stade rosette (Barrit et al., 2022), comparée à la nutrition NH4

+ 
(5 mM). Trois aspects principaux ont été retenus pour expliquer cette sensibilité plus élevée de 
la plante en condition NO3

-. Premièrement, la plus faible sensibilité au champignon des plantes 
cultivées en condition NH4

+ pourrait s’expliquer par une modulation des teneurs en NH4
+ de la 

plante. En effet, l’induction des gènes codant pour des transporteurs de NH4
+ et la baisse 

significative des concentrations de NH4
+ dans les feuilles en présence du champignon, 

suggèrent l’existence d’un transport de NH4
+ dans la plante, des parties malades vers les parties 

saines, privant potentiellement le pathogène de ressources azotées. Deuxièmement, l’existence 
d’une interaction significative entre la source de N et l’infection par le champignon a été 
montrée sur les teneurs totales en AA, la nutrition N reconfigurant de plus les profils des 
principaux AA. Typiquement, une teneur plus élevée en AA totaux est observée en condition 
de nutrition NH4

+ par rapport à une nutrition avec du NO3
-, principalement due à une hausse 

des concentrations en asparagine et en glutamine. Les plantes cultivées sur du NO3
- se 

distinguent par le glutamate qui est le seul AA dont la teneur augmente significativement après 
l'inoculation fongique. Ces changements de statut nutritionnel des plantes au stade rosette 
pourraient jouer un rôle dans leur sensibilité au champignon, en lui fournissant des sources de 
nutrition plus ou moins faciles à assimiler ou en étant responsables d’une modulation des voies 
de défense. Les AA sont également des précurseurs de métabolites secondaires liés aux défenses 
de la plante (polyamines, phytoalexines, phytoanticipines) et il serait intéressant d’étudier leur 
devenir dans les rosettes. Enfin, la nutrition des plantes avec du NO3

- entraine une production 
plus importante de NO, dépendante de la NR, qui, au-delà de son rôle connu dans l’induction 
des voies de défenses (Delledonne et al., 1998 ; Durner et al., 1998), pourrait affecter le 
métabolisme de la plante, facilitant ainsi l'infection fongique. Il faudrait améliorer notre 
compréhension de l’impact du NO dans les réponses de défense dans le cas de notre 
pathosystème, lié notamment à l’effet des modifications post-traductionnelles (nitration des 
tyrosines et S-nitrosylation) des protéines impliquées dans la réponse de défense et dans le 
métabolisme azoté et carboné des plantes. 
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Nous avons ensuite étudié le rôle de la nutrition azotée (différentes formes et concentrations) 
sur l’interaction entre A. thaliana et A. brassicicola au stade plantule, l’étude à ce stade étant 
inédite et d’un intérêt particulier. Nous avons pour cela développé un nouveau dispositif in vitro 
en condition stérile permettant d'étudier l'impact du champignon sur la croissance des plantules 
d'A. thaliana, tout en modulant la nutrition azotée (Barrit et al., soumis). Un protocole 
spécifique d'analyse d'image semi-automatique a été développé pour quantifier l'impact du 
champignon sur le développement des plantules (parties aériennes). Il a permis de calculer un 
indice prenant indirectement en compte tous les aspects de l'impact du champignon sur les 
parties aériennes (à savoir la mort des plantules, les surfaces nécrosées et le retard de 
développement des plantules induit par la présence du champignon), mettant ainsi en évidence 
l'influence de la nutrition azotée sur l'infection fongique au stade plantule. Les plantules 
cultivées en condition NH4

+ et en concentration faible de NO3
- (0,1 mM) se sont révélées plus 

sensibles au champignon que celles cultivées à une concentration élevée de NO3
- (5 mM). Cette 

étude au stade plantule a été réalisée avec trois génotypes, et a permis de mettre en évidence la 
sensibilité plus importante du génotype Ler au champignon, par rapport aux deux génotypes 
Col-0 et Ws. La vitesse de germination des graines pourrait participer à la plus grande sensibilité 
de Ler au stade plantule, sa germination étant en effet plus lente que celle des deux autres 
génotypes, entrainant potentiellement un retard dans son développement et dans l’induction de 
ses réponses de défenses. Cette hypothèse liée à l’influence de la vitesse de germination pourrait 
être vérifiée en comparant la sensibilité au champignon de plantules provenant de graines du 
même génotype germant à des vitesses différentes (graines du même lot stratifiées ou non, 
graines de lots différents variant en qualité). Afin de comparer l’influence de la nutrition azotée 
entre les stades plantule et adulte (rosette), une nouvelle analyse, complémentaire à la première 
(Barrit et al., 2022) a été effectuée sur des plantes adultes au stade rosette, avec les mêmes 
génotypes et dans les mêmes conditions de nutrition que pour les plantules. Cette analyse 
élargie confirme les résultats de la première étude précédente. Ainsi, les plantes adultes sont 
moins sensibles à A. brassicicola en condition NH4

+ par rapport aux conditions de NO3
-, 

contrastant fortement avec les résultats obtenus au stade plantule. L‘influence de la nutrition 
azotée sur la sensibilité d'A. thaliana à A. brassicicola n’avait jamais été étudiée au stade 
plantule, et son étude a permis de mettre en évidence qu’elle dépend du stade de développement 
de la plante. 

Les métabolismes primaire et secondaire étant d'une importance capitale pour l'effet de N dans 
l'interaction plante-pathogène, une analyse a été réalisée, ciblée sur les changements 
métaboliques causés par les différences de nutrition azotée et associés à la sensibilité des 
plantules dans les différentes conditions de N (variation de concentration et de forme de N). 
Les génotypes Col-0 et Ler ont été choisis pour cette étude, en raison de leur sensibilité 
contrastée à A. brassicicola, Ler étant plus sensible au stade plantule comme au stade rosette, 
résultat possiblement influencé (au stade plantule) par leur différence de vitesse de germination. 
Les teneurs métaboliques des graines des deux génotypes ont également été analysées, afin 
d’identifier des métabolites présents initialement dans les graines pouvant contribuer à 
expliquer les différences génotypiques de sensibilité des plantules au pathogène. L’analyse des  
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graines a permis de mettre en avant l’existence de nombreuses différences métaboliques entre 
les graines des deux génotypes. Se sont notamment distinguées l’abondance plus élevée de 
composés azotés (NO3

- et AA) dans les graines du génotype sensible (Ler), et la présence de 
glucosinolates indoliques, connus pour leur rôle dans la défense d’A. thaliana face à A. 

brassicicola, dans les graines du génotype moins sensible (Col-0). Une autre différence 
génotypique pouvant avantager Col-0, à savoir une expression plus forte du gène PDF1.2 
associé à la voie de défense du JA, a été observée dans les plantules. La richesse en nitrate 
intracellulaire des plantules cultivées en condition 5 mM NO3

- pourrait, comme chez les 
rosettes, être associée à une production importante de NO. L’étude de ce métabolite semble 
donc nécessaire à la poursuite de l’analyse de l’influence du N sur la sensibilité au stade 
plantule. Ensuite, certains composés du métabolisme C se distinguent également. Les AO du 
cycle de Krebs sont très abondants dans les plantules des deux conditions NO3

- en absence du 
champignon, mais leurs teneurs chutent en présence du champignon dans le cas de la condition 
0,1 mM NO3

-. Ce résultat pourrait être dû, soit à une consommation de ces métabolites par le 
champignon, soit à une chute de leur production causée par l’impact très fort du champignon 
dans cette condition. Il serait possible de vérifier cette hypothèse en évaluant leur production 
dans les plantules. Les polyamines, dont les teneurs varient en fonction des conditions azotées, 
semblent jouer un rôle important dans l’interaction. La teneur exacte de ce rôle est par contre 
plus difficile à percevoir tant les effets que les polyamines peuvent avoir sont opposés, la 
conjugaison des polyamines favorisant la défense d’A. thaliana face à A. brassicicola, tandis 
que leur oxydation aurait un effet opposé. L’abondance des polyamines dans les deux 
conditions de N (5 mM NH4

+ et 0,1 mM NO3
-) augmentant la sensibilité de la plante au 

champignon laisse cependant penser qu’elles favoriseraient le champignon dans l’interaction. 
Il serait intéressant d’étudier l’évolution des teneurs en polyamines conjuguées par HPLC, et 
l’expression des gènes liés à leur conjugaison (comme AtACT par exemple), en fonction de la 

nutrition azotée, du génotype et de la présence / absence du champignon, afin d’élucider leur 
rôle dans l’interaction. Les métabolites secondaires de défense dérivés du tryptophane, la 
camalexine et les glucosinolates, semblent également avoir un rôle, les gènes de leurs voies de 
biosynthèse étant induits en présence de A. brassicicola. Il a été montré que les gènes de la voie 
des glucosinolates indoliques étaient sous exprimés dans la condition de N favorisant la plante 
par rapport au champignon (concentration de NO3

- élevée), ce qui est inattendu. Il est tout de 
même possible de relier l’activité biologique des glucosinolates à cette condition de N, cette 
première étant dépendante des myrosinases dont les gènes sont plus exprimés en présence de 5 
mM NO3

- et semblant donc liées au succès de la plante face à A. brassicicola. Les dosages de 
glucosinolates et de camalexine, qui ont pu être effectués dans les graines mais pas dans les 
plantules ou dans les rosettes faute de quantité de matière suffisante, semblent nécessaires à 
l’interprétation plus complète des résultats de sensibilité au champignon des plantes, en 
complément de l’étude de l’expression des gènes réalisée. Il serait aussi intéressant d’évaluer 
les teneurs en myrosinase par immunoélectrophorèse et leur activité, en mesurant la 
consommation d’un de leur substrat, comme la sinigrine, par spectrophotométrie. Enfin, l’étude 
de la myrosinase atypique PEN2 qui est impliquée dans l’hydrolyse de glucosinolates 
indoliques, pourrait compléter l’étude des myrosinases.  Enfin, de nombreux facteurs nous  
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poussent à étudier l’assimilation du N dans les plantules, que ce soit le NO produit par la NR, 
les métabolites dérivant d’AA (glucosinolates, polyamines, camalexine), leur production 
nécessitant des squelettes carbonés provenant du cycle de Krebs.  

L’élucidation de l’effet opposé de N sur la sensibilité des plantes au stade rosette et plantule 
nécessiterait la comparaison complète des métabolismes primaires et secondaires de la plante. 
Or, les métabolites pour lesquels les teneurs ont été obtenues dans les deux stades de 
développement (AA, AO, sucres solubles, ions inorganiques), ainsi que les gènes étudiés dans 
les deux cas (transporteurs de N, gènes de défense) ne sont pas suffisants pour pouvoir tirer une 
conclusion définitive. Il serait donc nécessaire de compléter les résultats obtenus sur plantule 
et sur rosette pour obtenir le pool commun de résultats le plus complet possible (NO, 
métabolisme primaire du N, polyamines, glucosinolates, etc). Il serait également intéressant 
d’étudier plus en détail les voies de défense de la plante, notamment celles liées au JA et au SA, 
en lien avec l’induction de ces voies de défense constatées a priori via la production de NO 
dans les rosettes, le catabolisme des polyamines dans les plantules, et l’induction des gènes 
PDF1.2 et PR1, marqueurs de ces voies, dans les plantules comme dans les rosettes, en 
condition d’infection par le champignon. 

Le rôle de N sur l’interaction a été étudié seulement 7 jours après inoculation dans le cas des 
rosettes, et 14 jours après inoculation dans le cas des plantules, ce qui est une des limites 
majeures de ce travail. Il apparait nécessaire d’observer l’évolution du métabolisme, du 
développement de la plante et de l’impact du champignon sur celle-ci au cours du temps afin 
de pouvoir caractériser pleinement l’interaction et l’induction des changements causés par 
celle-ci. Les réponses de défenses de la plante à la suite immédiate du premier contact avec 
l’organisme pathogène sont par exemple primordiales, et ne peuvent être évaluées que très 
précocement. De même, le métabolisme des plantules évolue énormément entre la germination 
et 14 jours, ce qui rend l’analyse à ce stade difficile à étendre telle quelle aux autres stades de 
développement. Enfin, l’interaction entre A. thaliana et A. brassicicola a été principalement 
caractérisée à travers la plante, alors que le champignon est tout aussi important. Il apparait de 
ce fait crucial d’étudier en détail le métabolisme primaire azoté et carboné du champignon, ainsi 
que l’implication de son métabolisme secondaire dans la pathogénie. Une piste pour l’étude du 
métabolisme azoté d’A. brassicicola pourrait être l’utilisation d’un mutant du gène AREA, 
régulateur potentiel de l’utilisation des sources de N par le champignon.  

Ces résultats dans leur ensemble suggèrent qu’une fertilisation composée de NO3
- pourrait être 

avantageuse pour l’établissement des cultures de plantes de la famille des Brassicacées, à la fois 
pour leur développement aérien et racinaire et pour leur résistance aux maladies causées par les 
champignons nécrotrophes du genre Alternaria. Aux stades plus tardifs, une fertilisation à base 
de NH4

+ pourrait aider à limiter la maladie des taches noires sur leurs feuilles et la 
contamination des siliques et des graines par le champignon.  
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Titre :  Influence de la nutrition azotée sur la sensibilité d'Arabidopsis thaliana à Alternaria brassicicola aux 
stades plantule et rosette 
 
Mots clés : ammonium, nitrate, champignon nécrotrophe, métabolisme 
 
Résumé :  Le rôle de la nutrition azotée a été 
étudié sur le pathosystème A. thaliana / A. 
brassicicola. A. brassicicola est un champignon 
nécrotrophe transmis à et par la semence, 
provoquant des fontes de semis mais aussi des 
nécroses sur feuilles. Dans ce but, l’influence de 
l’apport de différentes formes d’azote dans le 
milieu nutritif de la plante, nitrate vs ammonium, 
sur leur sensibilité au pathogène a été étudiée, à 
deux stades de développement : rosette (plante 
adulte) et plantule (précoce). Au stade rosette, 
les plantes cultivées en condition ammonium 
sont moins sensibles au champignon qu’en 
condition nitrate. Des analyses métaboliques et 
d’expression d’une sélection de gènes ont révélé 
que la nutrition azotée semblait contrôler 
l’infection fongique via un ensemble complexe 
d’événements de signalisation et nutritionnels.  
 

Un nouveau dispositif expérimental a été 
développé pour l’étude au stade plantule 
permettant d’évaluer l’impact du champignon 
sur le développement des plantules par analyse 
d’images. L’étude de l’effet de la nutrition 
azotée, menée sur trois génotypes, a révélé que 
les plantules sont plus sensibles au 
champignon en condition ammonium qu’en 
condition nitrate. Cette étude a donc mis en 
évidence pour la première fois que la nutrition 
azotée influence différemment la sensibilité d'A. 
thaliana à A. brassicicola en fonction du stade 
de développement de la plante. L’étude, dans 
les graines et les plantules, des abondances 
métaboliques et de l’expression d’une sélection 
de gènes a permis de relier notamment une 
sensibilité réduite au champignon à la voie des 
glucosinolates indoliques et à des teneurs plus 
faibles en polyamines. 

 

Title : Influence of nitrogen nutrition on the susceptibility of Arabidopsis thaliana to Alternaria brassicicola at 
seedling and rosette stages 
 
Keywords :  ammonium, nitrate, necrotrophic fungus, metabolism 
 
Abstract :  The role of nitrogen nutrition was 
studied on the A. thaliana / A. brassicicola 
pathosystem. A. brassicicola is a necrotrophic 
fungus transmitted to and by the seed, causing 
damping-off but also leaf necrosis. To this end, 
the influence of different forms of nitrogen supply, 
nitrate vs ammonium, on plant susceptibility to 
the pathogen was studied, at two stages of 
development: rosette (adult plant) and seedling 
(early stage). At the rosette stage, plants grown 
under ammonium conditions are less susceptible 
to the fungus than under nitrate conditions. 
Metabolite analyzes and selected gene 
expression revealed that nitrogen nutrition 
appeared to control fungal infection via a 
complex set of signaling and nutritional events. 
 

A new experimental device has been developed 
for the study at the seedling stage to assess the 
fungus impact on the development of seedlings, 
by image analysis. The study of the effect of 
nitrogen nutrition, carried out on three 
genotypes, revealed that the seedlings are more 
susceptible to the fungus under ammonium 
conditions than under nitrate conditions. This 
study has therefore demonstrated for the first 
time that nitrogen nutrition has a different 
influence on A. thaliana susceptibility to A. 
brassicicola depending on the plant stage of 
development. The study, in seeds and 
seedlings, of metabolite abundances and 
expression of a selection of genes made it 
possible to link a reduced susceptibility to the 
fungus, notably to the indole glucosinolate 
pathway and to lower levels of polyamines. 

 


