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La thématique: nutrition azotée

L’azote: de 1 à 5% de la biomasse sèche

Constituant des acides aminés

Fort impact sur la croissance des plantes
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La thématique: régulation du prélèvement racinaire de N

TransporteursArchitecture racinaire

NO3
-

NH4
+

Intégration dans la plante entière

A. thaliana
M. truncatula

Statut nutritionnel de la plante entière

Disponibilité externe de N



Le cadre conceptuel

NH4
+ NH4

+

NO3
-NO3

-

Sucres +

Sucres Lumière 
+ CO2

Feuilles

Racines

AA-

AANO3
-

NO3
-

+

Cibles moléculaires des 
mécanismes de régulation?



Les transporteurs et leurs régulations

NRT2.1

NRT1.1

AMT1.1

Métabolites
N

AMT1.2

AMT1.3

Sucres/lumière NO3
NR

NRT1.5 

NRT1 (PTR): 53 gènes
NRT2: 7 gènes
AMT1: 5 gènes COOH

in

out

NH2

NRT2.1
NRT1.1

AMT1.1
AMT1.3

NO3
-

NH4
+ NRT1.5

NO3
-

2 transporteurs chéris: NRT1.1 et NRT2.1



2003/2004: nouvelles orientations

Caractérisation des voies de signalisation (NRT1.1, NRT2.1)
NO3

-, métabolites N, sucres

Régulations post-transcriptionnelles (NRT2.1)

Prise en compte d’un niveau supérieur d’intégration

Régulation intégrée de l’acquisition des différentes sources de N (NO3
-, 

NH4
+, N2): Medicago

Interaction entre transporteurs NO3
- et développement racinaire

Interaction entre voies de signalisation (N/C)

2008: Relations structure/fonction des transporteurs 
Caractérisation fonctionnelle des PTR



Les stratégies expérimentales

Physiologie de la nutrition minérale d’Arabidopsis
Culture hydroponique
Split-root
Isotopes stables

Expression génique
Transcriptome

Protéines
Immunologie/GFP

Voies de signalisation
Pharmacologie
analyse promoteurs
cribles génétiques

Analyses morphologiques
Imagerie (architecture racinaire, gènes rapporteurs)

Expression hétérologue
Ovocytes



Versailles

Dijon

Toulouse
Montpellier

De nombreuses collaborations



Le partage des tâches
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Heures de la journée
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Régulation du prélèvement racinaire par la photosynthèse

Les sucres sont des signaux gouvernant l’expression des transporteurs



16 gènes régulés par les sucres

NRT2.1
NRT2.4
NRT1.1
NRT1.5
At3g16180 (PTR)
At5g62680 (PTR)
AMT1.3
ZIP11

PHT3.1
PHT1.4
KUP2
CNGC11
HAK5
YSL4
SULTR1.1
SULTR3.5 

3 gènes régulés par la lumière

At1g59740 (PTR)
NRT1.3
AKT2

10 gènes régulés par signal en 
aval de HXK

NRT2.1
NRT2.4
NRT1.1
NRT1.5
At3g16180 (PTR)

AMT1.3
SULTR1.1
SULTR3.5 
ZIP11
KUP2

HAK5
At5g62680 (PTR)
PHT3.1
PHT1.4
CNGC11

1 gène régulé par le 
sensing HXK 

YSL4

NRT2.1
NRT2.4
NRT1.1
NRT1.5

At3g16180 (PTR)
AMT1.3
SULTR1.1
SULTR3.5 

ZIP11
KUP2

5 gènes régulés par signal en 
amont de HXK

8 gènes régulés par signal 
dépendant de OPPP

2 gènes régulés par signal 
indépendant de OPPP

La décomposition des signalisations sucres



Signal sucres dépendant de OPPP

PEP

Pyruvate

Saccharose

Glucose Fructose

G6P F6P

F1-6dP

G3P

1-3PGA

3PGA

Malate
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NH4
+

Gluconate-
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Pharmacologie
Mutants
Transformants
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J. Wirth



Régulation(s) post-traductionnelle(s) de NRT2.1

Anti-NRT2.1 antibody

-

-
-

-

-

50

75
100

150

37

kD

GFP

NRT2.1-GFP in nrt2.1 mutant
Partner
Protein?

GFP

Partner
Protein?

Plusieurs formes de NRT2.1 dans la MP
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Abondance stable de 
NRT2.1 dans la MP

Combinaison immunologie et imagerie GFP

J. Wirth



La suite

Caractérisation de la voie dépendante de OPPP (mutants métabolisme) et de gènes 
régulateurs candidats (puces Affimetrix)

Interaction entre signalisations C et N: impact du statut C sur la réponse de 
NRT2.1 à la carence en N

Niveau ARNm

Quelles régulations post-traductionnelles affectent l’activité de NRT2.1?

Niveau protéine
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La répression par les métabolites 
N est systémique

NH4NO3
10 mM

NO3
-

0,3 mM
NO3

-

0,3 mM

Système split-root
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Les métabolites N exercent un rétro-contrôle négatif 
sur le prélèvement de NO3

-

Transporteur de NO3
-

AtNRT2.1

Métabolites N 

-

Statut azoté de la plante
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High N (NH4NO3 10 mM)Low NO3
- (0,3 mM)

+

-

ATG
+1-1201 bp

LUC tNOSNRT2.1 promoter

Identification de mutants affectés 
la repression par les metabolites N

Mutants hni (high nitrogen insensitive): hni9, hni48, hni52, hni140
-4 mutations récessives, 
-appartiennent à des groupes de complémentation distincts, 
-toutes cartographiées sur le chromosome 1

Thomas GIRIN & Sayed ELKAFAFI



NL20a c ga c t t gc t a a gga t t t gg t t ga t a a a t ggt c t c gt c c a a t
Hni 9 c ga c t t gc t a a gga t t t gg t t ga t a a a t ga t c t c gt c c a a t

R  L  A  K  D  L  V  D  K *

Exon 7

NL20a c ga c t t gc t a a gga t t t gg t t ga t a a a t ggt c t c gt c c a a t
Hni 9 c ga c t t gc t a a gga t t t gg t t ga t a a a t ga t c t c gt c c a a t

R  L  A  K  D  L  V  D  K *

Exon 7

HNI9

Sur la base des homologies de sequences avec la levure et l’homme HNI9 code 
un facteur de transcription sans activité de liaison à l’ADN qui participe à un 
complexe de impliquant plusieurs protéines. 

En cours:
-alleles KO
-complementation 

Clonage de HNI9

Out cross hni9 X Ler

146 recomb

10,8M

9,8M

15,9M

hni 9

LUC
1,8M

160 kb

4 recomb

60 kb

2 recomb25 recomb

400 kb

Out cross hni9 X Ler

146 recomb

10,8M

9,8M

15,9M

hni 9

LUC
1,8M

160 kb

4 recomb

60 kb

2 recomb25 recomb

400 kb

Sayed ELKAFAFI

Caractérisation fonctionnelle de HNI9, mécanisme? 
Autres mutants hni 48, 52,  140 

Thomas WIDIEZ



Des régulations systémiques contrôlent les autres formes 
d’acquisition de N par la plante

Medicago truncatula
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Split-root:
Un modèle 
expérimental pour 
caractériser les 
régulations 
systémiques 

Légumineuse modèle Medicago truncatula

Collaboration
URLEG Dijon
LIPM Toulouse

Sandrine RUFFEL



Ce qui suggère une forte 
interaction entre les 
signalétiques locales et 
systémiques pour chaque 
source de N…

NO3
-

NH4
+

N2 (Air)

-N

Une des conséquences physiologiques de cette 
spécificité est que les plantes n’ont pas la même 
capacité d’adaptation à une « carence » locale en N 
suivant la source de N

Seules les plantes cultivées sur NO3
- sont capables 

de compenser la « carence » locale

Sandrine RUFFEL

NO3
- NH4

+ N2

L’Analyse transcriptomique a 
montré que les réponses de la 
plante aux signalisations 
systémiques sont spécifiques 
de la source de N présente à 
la périphérie de la racine

Des éléments nouveaux originaux…
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→ Comment ces deux réponses interagissent ?

→ Est ce que la réponse de développement racinaire à la carence en 
N est modifiée chez les mutants NRT?

Réponses d’A. thaliana à la carence en azote

Expression des 
transporteurs de NO3

-
Architecture 

racinaire

NO3
-

famille NRT2 : HATs 7 membres
famille NRT1 : LATs 53 membres



D’apres Zhang et Forde 2000 J Exp Bot

Deux effets opposés du NO3
- sur la croissance des racines latérales

ratio N:Cratio N:Cratio N:CNO3
-

NO3
-

? ANR1 
AXR4? ANR1 
AXR4? ANR1 
AXR4

Initiation du primordium
de racines latérales

Initiation du primordium
de racines latérales

Formation du 
primordium

Activation du 
méristème

Elongation 
de la racine 

latérale

Inhibition 

systémique

Stimulation 

locale

sucres
acides 
aminés

externe

membrane 
plasmique

Senseur 
de NO3

-

NRT2.1

NRT1.1

Remans et al. 2006 PNAS

Remans et al. 2006 Plant Physiol



Jour 0

WT

NO3
-

10 mM
NO3

-

0.05 mM

nrt1.1

NO3
-

10 mM
NO3

-

0.05 mM

Contrôle WT

Jour 12

NO3
-

0.05 mM
NO3

-

0.05 mM

La croissance des racines latérales est altérée chez les mutants
nrt1.1 (chl1)
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NRT1.1 contrôle l’expression d’ANR1

WT nrt1.1
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NRT1.1 transporte du NO3
- et de l’auxine en ovocytes de Xenope
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Transduction du signal NO3
- par NRT1.1:

une modification de l’influx d’ auxine dans la cellule

NRT1.1Auxine Auxine
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-

NRT1.1
Auxine
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-



Faible NO3
-

Col nrt1.1

Fort NO3
-

Col nrt1.1

La mutation de NRT1.1 modifie l’accumulation ou la sensibilité à 
l’auxine dans les Racines latérales

Activité du promoteur DR5 : (inductible par l’auxine) fonds génétiques Col ou chl1-5

NRT1.1 limite l’accumulation ou la  sensibilité à l’auxine dans les LRs à faible  NO3
-

Col nrt1.1 Col nrt1.1

Effet répresseur de NRT1.1 sur la croissance des Rac Lat à faible NO3
-

Krouk et al. (non publié)



NRT1-1

Absence de NO3
-

Col chl1-5

Comment NRT1.1 affecte les flux d’auxin dans les primordia

Quel est le profil d’expression et quelles régulations pour NRT1.1?

Quelles fonctions pour les différentes parties de NRT1.1 ?

Est ce que d’autres transporteurs de NO3
- sont impliqués dans des voies de 

signalisation?

La suite
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Bases moléculaires du transport de nitrate 
Caractérisation fonctionnelle de la famille NRT1

2 familles de transporteurs se partagent le gâteau:

-NRT2 en compagnie de NRT3/NAR2: haute affinité

-NRT1/PTR/POT (Peptide TransporteR/Proton coupled Oligopeptide 
Transporter)
haute et basse affinité (NRT1.1) ou seulement basse (NRT1.2 et 1.4)

Homologie avec PepT1 (transporteur de di et tripeptides mais aussi 
antibiotiques)



Les NRT1 d’Arabidopsis



Bases moléculaires du transport de nitrate 
Caractérisation fonctionnelle de la famille NRT1/PTR

1- Rechercher des transporteurs de nitrate
parmi les NRT1/PTR : screen 15N dans l’ovocyte

2- Étudier les mécanismes de transports du nitrate
(couplage ?, sélectivité, voltage-dépendance, …)

3- Rechercher les bases moléculaires des propriétés de ces transporteurs
Etude des relations structure-fonction

Sur les 46 membres, seulement 6 ont été partiellement 
caractérisés :

- 3 transporteurs de nitrate (NRT1.1, 1.2 et 1.4)

- 3 transporteurs de dipeptides (ptr1, 2 et 3).

A T1G18880 (0.1772)
A T3G47960 (0. 1026)

A T5G62680 (0.0967)
A t5g28470 (0.3201)

A t1g27080 predit  pas mauva is (0 .1610)
A T1G69870 (0. 1508)

A T1G69860* (0. 2800)
A T1G52190 (0. 1109)
A T3G16180 (0. 1082)

A T5G11570 (0.2756)
A t2g38100-temp (0.4168)

Pep/His Human (A A K95565) SLC 15A 4 (0.3945)
PepT1(SLC 15A 1) (0.4356)

A T1G22540 (0.1868)
A T1G72130 (0. 1888)
A T1G72140 (0.1869)
A T1G22550 (0.0932)
A T1G22570 (0. 0917)
A t1g72115 (0. 0703)
a t1g72125 (0. 0715)

A T3G01350 (0.1379)
A T5G14940 (0.1203)

A t3g54450-predit  (0. 2871)
A T2G37900 (0.1096)
A T3G53960 (0. 1169)

A T2G40460 (0.2498)
A T5G46040 (0. 1001)
A T5G46050 (ptr3) (0.0975)

A T1G62200 (0.1282)
A T2G02020 (0.1311)

A T2G02040 (ptr2) (0. 1471)
A T3G54140 (ptr1) (0.1276)
A T5G01180 (0. 1343)

A T1G68570 (0.2844)
A t1g27040 (0.1069)
A T1G69850 (1. 2) (0.1084)

A T5G62730 (0. 1879)
A T3G25260 (0.1639)
A T3G25280 (0.1727)

A T1G33440 (0. 1697)
A t1g59740 (0. 1693)

A t2g26690 (1.4) (0.2261)
NRT1.1 (0.2388)

A T3G21670 (1. 3) (0. 2487)
A T1G32450 (1. 5) (0. 1729)

A T4G21680 (0. 1673)
A T5G19640 (0.2255)

A T5G13400 (0. 3439)



Expression de NRT1.1 (CHL1) dans l’ovocyte de xénope
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Mécanismes de transport du nitrate

Couplage avec H+ ?

Sélectivité ? 

Voltage-dépendance?

Pharmacologie

Dans un premier temps NRT1.1 et 1.2

Influx 15N et voltage-clamp à deux électrodes



Relations Structure/Fonction

- Les NRT1 sont-ils mono ou multimériques: approches dominant négatifs

- bases moléculaires des propriétés fonctionnelles:
pourquoi certains transporteurs transportent nitrate d’autres peptides, 
d’autres auxine?

Deux approches possibles:

- Chimères
- Mutagénèse dirigée



G absolu pour fonctionY selectivité



Les acquis originaux

La régulation des transporteurs

Mutants hni
Voie de signalisation sucres inconnue
Régulation post-traductionnelle de NRT2.1

Les approches plus intégrées

Source de N et réseaux de gènes activés par la carence
Transporteurs: senseurs gouvernant le développement racinaire
Relation avec signalisations hormonales



Un nouveau cadre conceptuel

NO3
-Lumière

Sucres

++
NRT2.1

Statut N
Métabolites N

NH4
+

-

Transporteurs cibles des 
signalisations gouvernant le 

prélèvement racinaire

Elongation
racinaire

NO3
-

NRT1.1
Senseur de NO3

-

AIA

Transporteurs acteurs des 
signalisations gouvernant la 

croissance et le développement



Rôle de NO3
- dans le développement foliaire et l’activité stomatique

NRT1.1 exprimé dans les feuilles

Auxin

NO3
-

NRT1.1
Auxin

NO3
-

Canaux
Aqua
LEPSE

L’impact des signalisations activées par les transporteurs

NO3
-

NRT1.1
H2O

Fe

K+

S

? Aqua
Fer
Canaux
…..NO3

-

NRT1.1

NRT2.1

Des idées qui nous agitent



Les différents niveaux de régulation des transporteurs

Partner
Protein?

Partner
Protein?

Anti-NRT2.1 antibody
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Des idées qui nous agitent



Des idées qui nous agitent

Le haut débit en développement racinaire

Metaux
LEPSE

Des tissus et des cellules

IRD/CEA

L’analyse métabolique Glucose

G-6-P

HXK

G6PDHGluconate
-6-P

Pentoses
PGD

6-AN

OPPP

LEPSE


