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Résumé 
 
 La croissance, l’absorption, la réduction, le métabolisme du NO3

- et du carbone ainsi 

que l’exsorption du NO3
- et des sucres ont été examinés chez quatre variétés marocaines de 

blé tendre (Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32). Après germination, 

les plantules sont cultivées en conditions contrôlées sur solution nutritive jusqu’au stade 21 

jours. L’azote minéral est fourni aux plantules exclusivement sous forme de nitrates. Les 

résultats obtenus permettent de distinguer les quatre variétés au niveau de l’élongation 

foliaire, la réduction du nitrate et le métabolisme du NO3
- et du carbone ainsi que l’exsorption 

du nitrate sur sels. Les données montrent un effet des sels (KCl et CaCl2), de l’eau et de la 

lumière sur l’exsorption du nitrate. L’examen de l’exsorption du nitrate en parallèle avec celle 

des sucres montre qu’elles se font par des systèmes différents mais sont par contre liées 

indirectement par la lumière et les processus de la translocation phloèmique, de la respiration 

et de l’assimilation du nitrate. Selon les expériences de défoliation, l’exsorption est stimulée 

par les feuilles immatures (F3 et F4) et l’apex, par contre elle est inhibée par les feuilles 

matures (F1 et F2). La comparaison inter-variétal montre que l’exsorption des nitrates est 

conjointement régulée par les racines et la partie aérienne et que ce contrôle est influencé par 

les sels et la lumière. A l’obscurité, la comparaison de l’exsorption des plantes privées de F1 

et F2 avec celle des plantes intactes montre que les feuilles matures contribuent aussi dans la 

régulation de l’exsorption racinaire par l’apex. Ces feuilles sont soupçonnées soutenir cette 

régulation à l’obscurité en supportant la synthèse des substances impliquées dans ce contrôle. 

L’ensemble de ces résultats suggère l’existence d’une coordination intra et inter-organaire de 

l’exsorption en parallèle avec les facteurs du milieu. Ces résultats peuvent servir de préalable 

à l’étude du mécanisme de l’efflux et des gènes qui le gouvernent ainsi que dans la sélection 

variétale pour les meilleures performances en efficacité d’utilisation, de rétention et de 

stockage du nitrate à un stade végétatif précoce chez le blé tendre. 
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Résumé 
 
 La croissance, l’absorption, la réduction, le métabolisme du NO3

- et du carbone ainsi 

que l’exsorption du NO3
- et des sucres ont été examinés chez quatre variétés marocaines de 

blé tendre (Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32). Après germination, 

les plantules sont cultivées en conditions contrôlées sur solution nutritive jusqu’au stade 21 

jours. L’azote minéral est fourni aux plantules exclusivement sous forme de nitrates. Les 

résultats obtenus permettent de distinguer les quatre variétés au niveau de l’élongation 

foliaire, la réduction du nitrate et le métabolisme du NO3
- et du carbone ainsi que l’exsorption 

du nitrate sur sels. Les données montrent un effet des sels (KCl et CaCl2), de l’eau et de la 

lumière sur l’exsorption du nitrate. L’examen de l’exsorption du nitrate en parallèle avec celle 

des sucres montre qu’elles se font par des systèmes différents mais sont par contre liées 

indirectement par la lumière et les processus de la translocation phloèmique, de la respiration 

et de l’assimilation du nitrate. Selon les expériences de défoliation, l’exsorption est stimulée 

par les feuilles immatures (F3 et F4) et l’apex, par contre elle est inhibée par les feuilles 

matures (F1 et F2). La comparaison inter-variétal montre que l’exsorption des nitrates est 

conjointement régulée par les racines et la partie aérienne et que ce contrôle est influencé par 

les sels et la lumière. A l’obscurité, la comparaison de l’exsorption des plantes privées de F1 

et F2 avec celle des plantes intactes montre que les feuilles matures contribuent aussi dans la 

régulation de l’exsorption racinaire par l’apex. Ces feuilles sont soupçonnées soutenir cette 

régulation à l’obscurité en supportant la synthèse des substances impliquées dans ce contrôle. 

L’ensemble de ces résultats suggère l’existence d’une coordination intra et inter-organaire de 

l’exsorption en parallèle avec les facteurs du milieu. Ces résultats peuvent servir de préalable 

à l’étude du mécanisme de l’efflux et des gènes qui le gouvernent ainsi que dans la sélection 

variétale pour les meilleures performances en efficacité d’utilisation, de rétention et de 

stockage du nitrate à un stade végétatif précoce chez le blé tendre. 
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Abstract 
 
 The growth, NO3

- uptake and reduction, NO3
- and sugar metabolisms as well as NO3

- 

and sugar exorptions have been examined in four Moroccan wheat cultivars (Triticum 

aestivum L. cv. Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32). After germination, the seedlings are 

cultivated in controlled conditions on nutrient solution until the stage of 21 days. The nitrogen 

is supplied to seedlings in nitrate form. Data allow us to distinguish the four cultivars in leaf 

elongation, nitrate reduction, NO3
- and sugar metabolisms and nitrate exorption in salts. The 

results show an effect of salts (KCl and CaCl2), of water and of light on exorption. The 

examination of NO3
- and sugar exorptions shows that the two losses occur by different 

systems but are indirectly linked by light, phloemic translocation, respiration and nitrate 

assimilation. Defoliation experiments show that the exorption is stimulated by the immature 

leaves (F3 and F4) and the apex, whereas it is inhibited by the mature leaves (F1 et F2). The 

inter-varietal comparison shows that nitrate exorption is conjointly regulated by roots and 

shoots and that this control is influenced by salts and light. In the Darkness, the comparison of 

nitrate losses from deprived plants of F1 and F2 and intact plants shows that the mature leaves 

also contribute in the apex regulation of root nitrate exorption. The mature leaves are 

suspected to sustain this regulation in darkness by supporting the synthesis of substances that 

are implied in this control. Collectively, these results suggest the existence of intra and inter-

organ coordination of exorption in parallel with factors of medium and may serve as a prior to 

the study of efflux mechanism and executive genes of efflux as well as in varietal selection 

for the best performances in nitrate use efficiency and nitrate retention and storage at a 

precocious vegetative stage in soft wheat. 

 

Key words: soft wheat; NO3
- and carbon metabolisms; exorption; regulation; cultivars 
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Introduction générale 

 
 Comme dans la plupart des pays en voie de développement, le secteur céréalier occupe 

une large place dans l’économie du maroc. En effet, ce secteur joue un rôle primordial dans la 

structure de la production agricole par l’importance des superficies qu’il occupe et par son 

poids dans la sécurité alimentaire du pays (M’sehli, 1999). Toutefois, le faible recours à 

l’irrigation rend ce secteur tributaire des variations climatiques et rend le maroc, malgré sa 

vocation agricole, un client potentiel à l’échelle mondiale. 

 La fertilisation azotée figure parmi les intrants dont l’utilisation a fortement progressé, 

car elle constitue, après l’eau, l’un des facteurs limitants le plus important de la production 

végétale. Au cours de ces dernières décennies, des progrès considérables ont été réalisés dans 

le domaine agricole. Ils sont dus, pour une large part, à l’amélioration génétique des variétés, 

à la mécanisation ou encore à l’augmentation des intrants industriels (fertilisants, produits 

phytosanitaires, Recous et al., 1997). Malheureusement, bien que ces progrès aient permis de 

dépasser les besoins alimentaires ils sont à l’origine de deux problèmes majeurs à l’échelle 

mondiale. Le premier est d’ordre écologique. L’utilisation massive des engrais nitriques dans 

les nouvelles pratiques culturales sans connaître ni les ressources réelles du sol en azote qui 

échappent à tout contrôle par l’homme ni quelles seront les conditions climatiques de l’année 

constitue l’une des causes majeures de pollution des eaux et de l’air par l’azote (pollution de 

l’eau par le nitrate et de l’air par l’ammoniac et le protoxyde d’azote, Martin et Meynard, 

1997). Le second est d’ordre économique. L’azote peut représenter jusqu'à la moitié du coût 

de production en céréaliculture (Martin et Meynard, 1997).  

 Afin de gérer correctement la fertilisation azotée des cultures et minimiser les risques 

pour l’environnement il est important de connaître les entrées et les sorties d’azote dans le 

système sol-plante. Malheureusement, les quantités d’azote apportées par les fertilisants 

organiques (déjections animales, fumier, résidus de récoltes,….) sont souvent connues de 

façon approximative. Les quantités d’azote minéral présentes dans le sol à un instant donné, 

qui sont donc potentiellement utilisables par les cultures et/ou susceptibles d’être lessivées, 

sont pour le moment estimées avec une certaine imprécision. Des efforts considérables de 

recherche et d’analyse restent encore nécessaires à développer sur les capacités en azote 

organique et inorganique des sols provenant des exsudats et résidus de cultures ainsi que des 

effluents issus des activités de l’homme en interaction avec les caractéristiques du milieu 

(climat, sol). 
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 L’application de techniques agronomiques modernes (ajustement des apports d’azote 

au strict besoin de la culture, travail du sol, irrigation et  fertilisation, …..) permettent déjà de 

réduire considérablement les pertes de nitrate (Meynard, 1985; Powlson et al., 1986; 

Sebillotte et Meynard, 1990; Mary et Guérif, 1994; Justes, 1993; Justes et al., 1994; Ryan et 

al., 1994; Martin et Meynard, 1997; Bouaziz et Soudi, 1998; Vouillot et al., 1998). 

Cependant, dans certaines situations pédoclimatiques, pour des raisons d’inadaptation de 

certains outils de diagnostic ou de prévision des quantités d’azote qui vont être disponibles 

non seulement pendant le cycle cultural, mais également sur l’ensemble d’une succession de 

culture, la pollution nitrique est aujourd’hui loin d’être maîtrisée. La stratégie d’utilisation de 

variétés améliorées dans l’efficacité de capture et de stockage de l’azote peut s’avérer 

nécessaire (Ryan et al., 1989; Mossaddaq, 1990; Karrou, 1992, 1996).  

 L’essentiel du travail présenté dans ce mémoire s’inscrit dans le cadre des recherches 

effectuées sur l’évaluation des potentialités physiologiques des céréales pour les exploiter 

dans l’amélioration du rendement. L’objectif de cette étude est de caractériser quatre variétés 

marocaines de blé tendre du point de vue potentialités d’utilisation du nitrate. Ainsi, notre 

travail a porté en premier lieu sur l’étude de certains caractères morphologiques et 

physiologiques (chapitres 1 et 2) susceptibles d’influencer les processus biochimiques 

(l’absorption et l’assimilation du nitrate) impliqués dans le prélèvement, la transformation et 

le stockage du nitrate (chapitre 3) chez quatre variétés marocaines de blé tendre. Les faibles 

capacités d’absorption du nitrate obtenues chez ces variétés nous a poussé à étudier les pertes 

(efflux) de nitrates par ces variétés dans différentes conditions (lumière, obscurité, eau, KCl et 

CaCl2, chapitres 4 et 5) afin de trouver des explications au comportement de nos variétés. 

L’étude de l’influence du nitrate sur la perte (efflux) des sucres (chapitre 6) nous a permis de 

démontrer l’existence d’une régulation de l’efflux du nitrate et de l’efflux des sucres par la 

lumière en interaction avec le nitrate, suggérant l’existence d’une dépendance de l’efflux du 

nitrate de la partie aérienne via l’assimilation du nitrate. Pour cette raison, l’impact de la 

partie aérienne dans la régulation de l’efflux du nitrate a été également abordé chez ces 

variétés (chapitres 7 et 8). L’ensemble de ces résultats nous a permis d’améliorer nos 

connaissances sur le mécanisme de l’efflux du nitrate et sa régulation par certains facteurs 

exogènes et endogènes chez le blé au stade plantule. La comparaison inter-variétale nous a 

permis de mettre en évidence l’existence d’une régulation de l’efflux par les racines et par la 

partie aérienne. Elle a permis aussi de dégager l’existence d’une implication des feuilles 

matures dans la synthèse de substances (probablement des auxines) responsables de la 

régulation de l’efflux par l’apex. Finalement, ces résultats peuvent servir pour une approche 



 3

rationnelle à la sélection variétale pour les meilleures performances en efficacité d’utilisation, 

de rétention et de stockage du nitrate à un stade végétatif précoce. 

 
 
 



PARTIE I 
 
 

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE  

 
 

 

 Recent research shows that signals derived  

 from nitrate are involved in triggering  

 widespread changes in gene expression,  

 resulting in a reprogramming of nitrogen  

 and carbon metabolism to facilitate the  

 uptake and assimilation of nitrate, and to  

 initiate accompanying changes in carbon  

 metabolism. These nitrate-derived signals  

 interact with signals generated further  

 downstream in nitrogen metabolism, and in  

 carbon metabolism. Signals derived from  

 internal and external nitrate also adjust  

 root growth and architecture to the  

 physiological state of the plant, and the  

 distribution of nitrate in the environment. 

  (D’après Mark Stitt, 1999)
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I. Introduction 

 L’azote est l’un des éléments constitutifs les plus importants pour les végétaux et tous 

les êtres vivants. Les phanérogames, dont la croissance est limitée par la nutrition azotée et la 

disponibilité de l’azote dans le sol, ont à leur disposition trois sources principales d’azote 

inorganique: le nitrate, l’ammoniaque et l’azote moléculaire atmosphérique. Le nitrate 

constitue la source la plus importante pour de nombreux végétaux cultivés. Un apport massif 

ou non de nitrate constitue un gaspillage pour l’agriculteur et une menace de pollution pour 

l’environnement si cet apport ne coïncide pas avec les besoins du végétal, les bonnes 

conditions climatiques (souvent imprévisibles), le bon choix de la plante et un itinéraire 

technique approprié. 

 Le souci de résoudre ces problèmes d’ordres économiques et écologiques causés par la 

fertilisation intense des sols ainsi que de régulariser les rendements a poussé l’agronome à 

l’application de techniques agronomiques modernes qui ont déjà permis de réduire 

considérablement les pertes de nitrate. Cependant, la reconsidération des potentialités 

physiologiques des plantes et l’élaboration de variété plus économe en azote, dont l’efficacité 

d’utilisation et de rétention de l’azote est élevée, peut constituer aussi un moyen d’action par 

lequel le généticien et le physiologiste pourraient contribuer dans la protection de 

l’environnement. De ce fait, l’acquisition d’une connaissance approfondie des différents 

aspects (physiologique, biochimique et moléculaire) des mécanismes de transports, 

d’assimilation et de gestion de l’azote par la plante est indispensable. 

 Les résultats acquis ces dernières décennies sur les végétaux ont permit d’établir nos 

connaissances sur les premières étapes du métabolisme de l’azote inorganique au niveau 

moléculaire, cellulaire et de l’organisme. Les principaux axes de recherches développés 

concernent: le transport du nitrate et de l’ammoniac à travers le plasmalemme (Jackson, 1978; 

Kleiner, 1981; BenDriss Amraoui, 1988; Wang et al., 1993, 1994; Mäck et Tischner, 1994; 

Kronzucker et al., 1995; Glass et Siddiqi, 1995), la réduction du nitrate, l’assimilation de 

NH4
+ et la biosynthèse des acides aminés (Lea et Miflin, 1974; Miflin et Lea, 1977, 1980; 

Keys et al., 1978; Beevers et Hageman, 1980; Martin et BenDriss Amraoui, 1986; Joy, 1988), 

la répartition du nitrate et des acides aminés entre les différents pools cellulaires (Oaks et 

Gadal, 1979; Martin et BenDriss Amraoui, 1989; Siddiqi et al., 1991), le transport des 

métabolites azotés vers les organes aériens et la redistribution de l’azote dans la plante entière 

(Huffaker et Rains, 1978, Hartman, 1979; Hill-Cottingham et Lloyd-Jones, 1979; BenDriss 

Amraoui, 1988; Martin et BenDriss Amraoui, 1989). Cet ensemble de processus a été décrit 

en détail, et quand il est considéré dans son intégralité, il met en évidence l’importance 



 6

fondamentale des phénomènes de transports entre organes, entre cellules et organites, mais 

aussi entre la racine et le milieu. 
II. Absorption des nitrates 

 Au niveau de la racine, le nitrate peut être absorbé selon deux voies. Une voie 

apoplasmique qui correspond à une diffusion de l’ion entre les cellules racinaires. Une voie 

symplasmique qui correspond à la pénétration de l’ion dans les cellules (Rufty et al., 1986). 

L’absorption nette est le résultat de deux flux unidirectionnels de sens opposé: l’influx et 

l’efflux (Morgan et al., 1973; Deane-Drummond, 1982; Deane-Drummond, 1984; Lee et 

Clarkson, 1986; Lee et Drew, 1986; Talouizte et al., 1989, 1990; Devienne et al., 1994). Toute 

variation de l’influx ou de l’efflux, séparément ou simultanément peut provoquer une 

variation de l’absorption nette des nitrates. Si l’efflux est nul ou élevé, l’absorption nette est 

égale ou inférieure à l’influx, respectivement (Talouizte et al., 1990). Si l’absorption nette et 

l’efflux sont élevés (Bowman et al., 1998) l’influx doit être automatiquement élevé et si 

l’absorption nette et l’efflux sont faibles l’influx doit être faible aussi (Bowman et al., 1998). 

Ce dernier cas existe chez les espèces et les génotypes supposés avoir une meilleure efficience 

d’absorption des nitrates (Bowman et al., 1998). Quand l’influx et l’efflux varient dans le 

même sens l’absorption reste constante (Lejay et al., 1999). 

II. 1. Système de l’influx  

 L’entrée du nitrate dans le symplasme (influx) est active du fait qu’elle s’effectue 

contre un gradient électrochimique nécessitant que le transporteur ou le mécanisme de 

transport du nitrate soit soutenue métaboliquement (Butz et Jackson, 1977; Ullrich et 

Novacky, 1981; Thibaud et Grignon, 1981; Talouizte et al., 1989; Santi et al., 1995). Ce 

transport actif du nitrate est stimulé par la température, les fortes teneurs en photosynthétats, 

la lumière et la composition cationique du milieu en particulier l’ion potassium. Il est bloqué 

par les inhibiteurs de la synthèse des protéines et de l’ARN (Key, 1966; Jackson et al., 1973; 

Poole, 1978; Tompkins et al., 1978; Cacco et al., 2000) ainsi que les poisons du métabolisme 

cellulaire tels que la puromycine, la 6-methylpurine, le cyanure (Jackson et al., 1973). 

L’entrée des nitrates est catalysée par des transporteurs protéiques plasmalemmiques couplés 

à une pompe à proton (Santi et al., 1995; Miller et Smith, 1996; Clarkson, 1998). Le 

transporteur utilise un gradient de proton engendré et maintenue par la pompe à H+ (Mg2+-

ATPase) qui expulse les H+ vers le milieu extérieur (Ullrich et Guern, 1990; Santi et al., 1995; 

Clarkson, 1998; Pouliquin et al., 2000), les nitrates entrent dans le symplasme racinaire par un 

système d’antiport NO3
-/OH- ou son équivalent physiologique le symport NO3

-/H+ (Ruiz-
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Cristin et Briskin, 1991). Le retour de H+ ou l’efflux de OH- entraîne l’entrée de NO3
- et 

l’alcalinisation de la solution.  

 L’excès de OH- non excrété issu de la réduction du nitrate ou d’un faible influx 

d’anions (Talouizte et al., 1989) est neutralisé dans la cellule par le système du pHstat 

biochimique de Davies (Davies, 1986). Ce système intervient aussi lorsqu’un échange rapide 

NO3
-/OH- provoque une diminution du pH cytoplasmique (Talouizte et al., 1989). Un autre 

exemple qui illustre l’influence de ce système sur l’absorption a été proposé par Ben-Zioni et 

al. (1971). Selon ces auteurs, la réduction des nitrates dans les feuilles affecte l’absorption des 

nitrates par les racines via ce système qui produit du malate dans les feuilles et stimule son 

transfert et sa décarboxylation dans les racines. Le HCO3
- produit par décarboxylation du 

malate ou provenant de la respiration des racines peut s’échanger avec le NO3
- externe. La 

stœchiométrie du transport de NO3
- n’est pas encore déterminée. Le coût énergétique est 

voisin d’une à trois moles d’ATP par mole de NO3
- absorbé quel que soit le type de transport 

utilisé (Bloom et al., 1992). Le fait que l’entrée du nitrate peut engendrer une dépolarisation 

(Glass et al., 1992) ou une hyper-polarisation de la membrane (Thibaud et Grignon, 1981) 

suggère qu’il s’agit soit d’un seul transporteur multiphasique qui change de configuration ou 

de plusieurs transporteurs du fait que la stœchiométrie du système de transport peut varier. 

 Deux transporteurs, dont les propriétés cinétiques sont différentes, existent dans la 

membrane cellulaire: l’un est constitutif et lent, l’autre est rapide et inductible par le nitrate 

lui-même (Jackson, 1973, Breteler et Nissen, 1982; Nissen et Nissen, 1983, Clarkson, 1986). 

Le système constitutif permet à la plante d’acquérir le nitrate dès son entrée en contact avec la 

racine (Siddiqi et al., 1990; Glass et Siddiqi, 1995). Il est peu labile, insensible aux faibles 

températures et aux inhibiteurs de la synthèse de protéine. Sa grande affinité pour le nitrate lui 

permet d’absorber l’anion même lorsque celui ci est présent à l’état de trace. Cette 

caractéristique peut être à l’origine de l’initiation de l’induction du système de transport 

inductible et du maintien d’un niveau constitutif de la NR qui est aussi induite par le nitrate 

(Langendorfer, 1988). 

 L’induction apparente du système d’absorption des nitrates dans les racines dépend de 

plusieurs facteurs tels que: (1) la présence des cations K+ et Ca2+ qui intervient dans 

l’équilibre des charges négatives pouvant faciliter la diffusion des nitrates vers le site de 

transport (Minotti et al., 1968; Rao et Rains, 1976), (2) les glucides photosynthétiques et de 

réserves (Jackson et al., 1973, 1976a, 1976b) et (3) le transport des photosynthétats des 

feuilles vers les racines (Jackson et al., 1976a). La durée d’induction apparente du système 

d’absorption du NO3
- est variable selon les espèces, les conditions de culture et la 
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concentration en nitrate de la solution (Minotti et al., 1968; Jackson et al., 1973; Breteler et 

al., 1979; Goyal et Huffaker, 1986; Behl et al., 1988).  

 Le transporteur induit par le nitrate est très labile et à une demi-vie de l’ordre de 2 à 3 

heures (Jackson et al., 1973, Clarkson, 1986). Il nécessite un maintien permanent en énergie 

qui dépend en partie de la capacité de distribution aux racines des glucides solubles foliaires 

(Jackson et al., 1976a, 1976b). La contribution des glucides solubles dans l’induction à court 

(apparente) et à long terme du système d’absorption des nitrates suggère l’existence d’un 

contrôle continue de type énergétique (ATP) ou synthétique (acide organique et acide aminés) 

du fonctionnement, de la synthèse et du maintien du système de transport inductif des nitrates 

dans les racines. La durée nécessaire à l’induction complète est de quelque heures (Jackson et 

al., 1973; Goyal et Huffaker, 1986; MacKown et McClure, 1988; Giovanni et al., 2000). Elle 

dépend de l’espèce, des conditions de culture, de la concentration en nitrate de la solution et 

de la disponibilité en sucres dans les racines (Minotti et al., 1968; Jackson et al., 1973; Neyra 

et Hageman, 1975; Talouizte et al., 1984a; Champigny et al., 1984; Goyal et Huffaker, 1986). 

Le système d’absorption inductible entre en action quand l’exposition de la plante au nitrate a 

été suffisamment longue pour permettre à la concentration de cet ion dans le cytoplasme 

d’atteindre une valeur-seuil. Cette latence est également suffisante pour que des produits de 

l’assimilation de NO3
- s’accumulent dans le cytoplasme. De ce fait, il est difficile de connaître 

avec précision quel est le signal d’induction. Du fait que cette latence peut être éliminée par 

un traitement au préalable des plantes avec NH4
+ ou NO2

- (Siddiqi et al., 1992), il semblerait 

que le signal soit déclenché par une étape en aval de l’assimilation du nitrate. 

 Le nitrite ne se substitue pas au nitrate pour l’induction du transporteur. Au contraire, 

il prolonge le temps de latence et diminue l’absorption des nitrates (Tompkins et al., 1978; 

Kronzucker et al., 1999a). Selon ces auteurs, une alimentation ammoniacale ne supprime pas 

les phases de latence et d’induction mais, par contre, inhibe l’influx via l’effet de NH4
+ sur les 

systèmes inductible et constitutif. Un pré-traitement de plantules de Soja avec certains acides 

aminés, inhibe l'influx (Muller et al., 1995). Vidmar et al. (2000) trouvent chez l’orge que 

l’influx peut être régulé par NH4
+ et la glutamine. Le KCN n'a pas d'effet sur l'influx, tandis 

que le 2,4 dinitrophénol (inhibiteur du métabolisme) l’inhibe (Aslam et al., 1996b). 

 Le transport des nitrates est variable en fonction de la concentration en nitrate dans la 

solution ambiante. Cette variation suggère l’existence de plusieurs mécanismes ou types de 

transports correspondant à plusieurs cinétiques de saturations. Trois modèles de transports 

sont évoqués pour expliquer l’absorption (Ibarlucea et al., 1983; Ullrich et Guern, 1990; 

Siddiqi et al., 1990). Un premier modèle supposant l’existence de deux transporteurs de type 
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Michaelis-Menten a été proposé par plusieurs chercheurs (Rao et Rains, 1976; Doddema et 

Telcamp, 1979; Siddiqi et al., 1990; Aslam et al., 1992; Peuke et kaiser, 1996; Peuke et 

Jeschke, 1998, 1999) chez Hordeum vulgare, Arabidopsis et Beta vulgaris. De même, chez 

Populus tremuloides et Pinus contorta l’influx de NO3
- a été trouvé biphasique et consistant 

avec des systèmes de transports inductible saturable à haute affinité et constitutif non-

saturable à faible affinité (Xiangjia et al., 2000). Tandis que Breteler et Nissen (1982) et 

Neyra et Hageman (1975) proposèrent un second modèle chez d’autres espèces qui suppose 

l’existence d’un seul type de transporteur à saturation multiphasique. Cardenas-Navarro et al. 

(1999) en estimant l’effet de la lumière et de la nutrition nitrique sur l’influx du nitrate par 

l’accumulation de l’azote chez des plantes de tomates induites trouvent que les cinétiques de 

l’influx montrent des modèles multiphasiques. La vitesse maximale de l’influx (I) de chaque 

phase dépend de la lumière et de la concentration de la plante en nitrate ([NO3
-]p). La vitesse 

de l’influx et le I montrent une corrélation négative non linéaire avec [NO3
-]p. De plus, ces 

résultats suggèrent l’existence d’une concentration limite ([NO3
-]p ~ 66 mM) pour laquelle 

l’influx est nul pour n’importe quelle concentration en nitrate de la solution. Ces auteurs 

proposent alors un modèle utilisant des cinétiques de Michaelis-Menten modifiées pour 

prévoir la vitesse de l’influx en fonction des concentrations en NO3
- de la solution et de la 

plante. Un troisième modèle mixte comparable à celui décrit par le nitrite (Ibarlucea et al., 

1983) possédant une composante saturable de type Michaelis-Menten et une composante de 

diffusion a été également proposé.  

 Pour s’adapter au changement de concentration en nitrate du sol certaines espèces 

développent un système multiphasique d’absorption du nitrate hautement régulable 

(Cardenas-Navarro et al., 1999). En revanche, chez la plupart des espèces l’absorption des 

nitrates a été reportée être biphasique avec un système de transport à haute affinité (HATS; 

Km = 5 à 300 µM) et un système de transport à faible affinité (LATS; cinétique linéaire et un 

Km > 0.5 mM, Doddema et Telcamp, 1979; Goyal et Huffaker, 1986; Siddiqi et al., 1990; 

Glass et al., 1992). Ces deux systèmes emploient un symporter NO3
-/H+ électrogénique 

(McClure et al., 1990; Ullrich et Novacky, 1990; Ruiz-Cristin et Briskin, 1991; Glass et al., 

1992) et sont sujets à différents modes de régulation (Behl et al., 1988; Siddiqi et al., 1990; 

Aslam et al., 1992; Glass et al., 1992; Kronzucker et al., 1995). Chez beaucoup d’espèces 

(Maïs: Hole et al., 1990; Orge: Aslam et al., 1992; Sapin: Kronzucker et al., 1995) le HATS a 

une composante constitutive (cHATS) et une autre inductible (iHATS) (Glass et Siddiqi, 

1995). Au contraire, le LATS a été montré possédant seulement une activité constitutive 

(Siddiqi et al., 1990; Glass et al., 1992; Kronzucker et al., 1995; Glass et Siddiqi, 1995). Pour 
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tester ce modèle à trois transporteurs (cHATS, iHATS et cLATS) des études génétiques ont 

aboutit à l’identification et l’isolement d’un gène CHL1 (AtNRT1) chez Arabidopsis (Tsay et 

al., 1993; Huang et al., 1996) responsable de l’absorption du nitrate par un transporteur à 

faible affinité. Ce gène code pour une protéine hydrophobe avec 12 segments 

transmembranaires putatifs qui est une topologie trouvé chez plusieurs cotransporteurs (Saier, 

1994). Il est inductible par le nitrate et dépend du pH, indiquant qu’il code pour un 

transporteur électrogenique NO3
-/H+ (Tsay et al., 1993). Du fait que le LATS a été montré 

possédant une activité constitutive seulement (Siddiqi et al., 1990; Glass et al., 1992; 

Kronzucker et al., 1995; Glass et Siddiqi, 1995), Huang et al. (1996) pour concilier ces 

résultats contradictoires postulent l’existence de deux gènes distincts pour le LATS chez 

Arabidopsis (CHL1 pour iLATS et un autre gène pour cLATS) comme a été trouvé chez la 

tomate (LeNRT1-2 pour iLATS et LeNRT1-1 pour cLATS, Lauter et al., 1996) et chez 

Brassica napus (BnNRT1;2 pour iLATS, Zhou et al., 1998). Trois années plus tard, Huang et 

al. (1999) mettent en évidence l’existence d’un gène homologue à CHL1, AtNRT1:2, codant 

pour la composante constitutive du système d’absorption du nitrate à faible-affinité. L’analyse 

de cinétique d’absorption du nitrate à 10 mM par Xenopus ovocytes auquel AtNRT1:2 a été 

injecté montre un Km pour le nitrate de ~5.9 mM. Au contraire de CHL1, AtNRT1:2 est 

constitutivement exprimé avant et après exposition au nitrate. Il est réprimé transitoirement 

quand le niveau de l’ARNm du CHL1 commence à augmenté significativement. L’ARNm du 

CHL1 a été trouvé principalement dans les poils absorbants et l’épiderme de l’apex racinaire 

(jeune partie) et plus loin de l’apex il est trouvé dans le cortex ou l’endoderme des racines 

(régions matures) (Huang et al., 1999). Ces auteurs concluent que le système d’absorption du 

nitrate à faible affinité, comme le système à haute affinité, est constitué  de composantes 

inductibles et constitutives et qu’avec leur fonctions distinctes, elles font partie d’un réseau 

d’absorption du nitrate élaboré chez Arabidopsis.  

 Par ailleurs, Liu et al. (1999) démontrent que CHL1 est aussi impliqué dans la phase 

inductible et la phase constitutive du HATS chez Arabidopsis du fait que des mutants 

d’Arabidopsis en CHL1 connus par leur déficience en LATS sont aussi déficients en iHATS 

et cHATS. De plus, ces auteurs ont trouvé que chez ces mutants la phase constitutive peut être 

rétablie par l’expression du cADN du CHL1 conduit par le virus de la mosaique 35S, par 

contre, la phase inductible reste déficiente, indiquant qu’elle est en parfaite harmonie avec le 

niveau constitutif de l’expression du CHL1 chez ces plantes transgéniques. Ces auteurs 

concluent alors que chez Arabidopsis CHL1 est impliqué dans les deux types de transports 

(HATS et LATS) et qu’une seule protéine transporteur du nitrate peut être responsable de plus 
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d’un mode distinct de l’activité d’absorption dans les cinétiques observées. Dans une autre 

étude, le clonage de gènes chez le riz a permit la mise en évidence d’un autre gène, OsNRT1, 

codant pour le cLATS et présentant plus de propriétés fonctionnelles en commun avec celui 

trouvé chez Arabidopsis (AtNRT1:2 pour cLATS reporté récemment par Huang et al., 1999) 

qu’avec CHL1 (Lin et al., 2000). 

 Chez Arabidopsis thalania deux gènes du HATS désignés par Nrt2;1At et Nrt2;2At 

ont été isolés par Zhuo et al. (1999). Ces auteurs ont trouvé que le nitrate induit ces deux 

gènes. Le Nrt2;1At, à l’inverse du Nrt2;2At, n’apparaît qu’après 10 jours et devient plus 

important que le second. L’expression du Nrt2;1At est fortement corrélée avec le iHATS des 

racines intactes sous plusieurs traitements. L’utilisation d’inhibiteur de l’assimilation de 

l’azote indique que le NH4
+, la glutamine et d’autres acides aminés interviennent dans la 

régulation (down-regulation) de l’expression du Nrt2;1At. De même, Vidmar et al. (2000) 

trouvent que chez l’orge l’expression du gène HvNRT2 codant pour le HATS ainsi que le 

HATS lui-même peuvent être régulés (down-regulation) par NH4
+ et la glutamine. Selon 

Kronzucker et al. (1999a) une alimentation ammoniacale inhibe l’influx via l’effet de NH4
+ 

sur le iHATS plutôt que sur cHATS ou LATS.  

II. 2. Système de l’efflux 

 La signification et l'importance de l'efflux dans l'acquisition des nitrates par les plantes 

supérieures ont été démontrées chez plusieurs espèces de plantes par l'utilisation de traceurs 

stables ou radioactifs: 36ClO3
-, 15N et 13N (Morgan et al., 1973; Breteler et Nissen, 1982; Lee 

et Clarkson, 1986; Oscarson et al., 1987; Siddiqi et al., 1989, Hole et al., 1990, Muller et al., 

1995). On pense que le nitrate est exsudé dans la solution via un ou plusieurs canaux (Miller 

et Smith, 1996; Clarkson, 1998; Ter Steege et al., 1999). Chez le blé, l'efflux du NO3
- peut se 

produire nettement dans la solution nutritive ne contenant pas de NO3
- (Minotti et al., 1969; 

Minotti et Jackson, 1970; Talouizte et al., 1990) alors que la présence de NO3
- et l'influx de 

NO3
- qui en résulte sont nécessaires pour déclencher l'efflux de NO3

- chez Phaseolus vulgaris 

(Talouizte et al., 1990). Chez le Soja l'efflux est inversement relié à la concentration externe 

en NO3
- (MacDuff et al., 1994), par contre, une corrélation positive a été établie entre l'efflux 

et la concentration interne en NO3
- (Deane-Drummond et Glass, 1983a, Clarkson, 1986; 

Aslam et al., 1994, 1995). Ces observations montrent l’existence d’une importante variabilité 

génétique du processus de l’efflux en interaction avec le nitrate et le processus de l’influx et 

soulignent l’importance de ce phénomène dans l’absorption nette du nitrate. 

II. 2. 1. Efflux à partir de la vacuole 

 Il est bien établit que les plantes alimentées avec le nitrate en excès par rapport à la 
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demande de la plante ont l’habilité d’accumuler le nitrate essentiellement dans la vacuole 

(Clarkson, 1986). Le nitrate stocké dans la vacuole peut être disponible pour l’assimilation 

servant comme réservoir pour soutenir les processus de croissance durant les périodes ou 

l’azote devient limitant (Jackson et Volk, 1981; MacDuff et al., 1989). Ces auteurs suggèrent 

que la vitesse nette de transport du nitrate de la vacuole au cytoplasme est proportionnelle à la 

concentration du nitrate vacuolaire et que la remobilisation du nitrate suit une cinétique du 

premier ordre. Toutefois, il a été suggéré que le nitrate vacuolaire n’est pas rapidement 

disponible ou n’est pas assez vite remobilisé pour soutenir l’assimilation durant la déficience 

en azote (Aslam et al., 1976; Rufty et al., 1982; Morgan et al. 1985; Oscarson et Larsson, 

1986). En effet, son accessibilité dépend de la vitesse avec laquelle le nitrate peut être 

transporté à travers le tonoplaste et du mécanisme régulateur de ce transport. Récemment, 

basés sur des estimations de la concentration du nitrate cytosolique ce mécanisme a été revue 

par Glass et Siddiqi (1995). La manière par laquelle le nitrate accumulé devient disponible 

pour l’utilisation n’est pas bien compris et les facteurs affectant la vitesse de remobilisation ne 

sont pas encore identifiés. Il a été également étudié sur des vacuoles isolées à partir de plantes 

et même sur des vésicules. Le mécanisme réel de l’efflux du nitrate à partir de la vacuole 

dépend du gradient électrochimique entre le cytosol et la vacuole. La dissipation du gradient 

de pH par le nitrate a conduit certains auteurs a suggéré que c’est un antiport nitrate/proton 

qui est responsable de l’entrée de NO3
- dans la vacuole et un symport qui facilite l’efflux 

(Blumwald et Pool, 1985; Lew et Spanswick, 1985; Schumaker et Sze, 1987). L’évidence 

d’une protéine médiateur de la remobilisation des nitrates vacuolaires est suggérée par le 

travail de Martinoia et al. (1986) du fait que certains inhibiteurs du transport tel que le p-

chloromercuribenzene sulfonate (pCMBS) stimule l’efflux des nitrates à partir de vacuoles 

isolées à partir de cellules foliaires. Ces auteurs ont trouvé aussi un efflux d’anion faible 

durant la procédure de l’isolement des vacuoles et pouvant devenir considérable après une 

période d’incubation de 30 min (environ 30 % de la concentration initiale (51.2 mM) du 

nitrate vacuolaire).  

 Dans les racines plusieurs processus peuvent influencer la remobilisation et les 

mécanismes régulateurs de ce processus: la vitesse d’assimilation des nitrates, le transport du 

xylème, la vitesse de l’efflux du nitrate vers le milieu ambiant et les variations de la 

concentration du nitrate cytolsolique. Van der Leij et al. (1998), en mesurant in vivo le 

gradient électrochimique à travers le tonoplaste au cours de la remobilisation du nitrate 

vacuolaire stimulée par une carence en azote chez des plantules d’orge, ont trouvé une 

différence dans la cinétique de remobilisation du nitrate vacuolaire entre les cellules 
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épidermiques et corticales de la même racine. Ce processus est plus lent dans les cellules 

corticales et présente une cinétique similaire à celle trouvée dans l’ensemble du tissu 

racinaire. Cette différence attribuée par ces auteurs à une variation cellulaire dans le transport 

du nitrate à travers le tonoplaste peut être l’indice de l’existence d’au moins deux types de 

mécanismes ou transporteurs responsables de l’efflux du nitrate vacuolaire.  

 Dans une comparaison du potentiel membranaire avec le potentiel d’équilibre du 

nitrate (ENO3
-) ces auteurs et d’autres (MacRobbie, 1979; Bentrup et al., 1986; Miller et Smith, 

1992) suggèrent que la remobilisation du nitrate vacuolaire peut se faire par un mécanisme 

passif durant au moins 24 h après l’installation de la carence car le ENO3
-
 (-37 à -55.4 mV) est 

toujours plus négatif que le potentiel trans-tonoplastique (-8 à -20 mV) observé au cours de la 

remobilisation du nitrate vacuolaire des deux types de cellules. A long terme ces auteurs ont 

trouvé aussi que le gradient électrochimique pour le nitrate à travers le tonoplaste s’altère 

faiblement durant 24 heures de carence en nitrates à la différence de celui à travers la 

membrane plasmique, indiquant que le même mécanisme passif est peut être responsable de 

l’efflux du nitrate vacuolaire durant toute la période de carence (Van der Leij et al., 1998). Par 

ailleurs, la diminution graduelle de la concentration du nitrate vacuolaire durant la période de 

carence (24 h) a permis à la concentration du nitrate cytosolique de l’épiderme et du cortex et 

à l’activité nitrate réductase (NR) racinaire et foliaire de rester constantes durant toute cette 

période malgré les pertes de nitrate vers le milieu et un important transport xylémique du 

nitrate (allant de 15 à 32 mM). Par contre, la remobilisation du nitrate vacuolaire ne semble 

pas supporter l’efflux du nitrate vers l’extérieur ni même le transport xylémique avec la même 

ampleur à long terme. L’efflux des nitrates s’arrête brutalement et le transport diminue 

significativement après les 5 premières heures de la carence.  

 Ces résultats suggèrent qu’en condition de gradient électrochimique favorable à 

l’efflux du nitrate vacuolaire, l’ouverture de canal dans le tonoplaste permet aux ions nitrates 

de se déplacer rapidement à travers le tonoplaste pour élever la concentration cytosolique en 

ions en quelques secondes, comme dans le cas de l’efflux du calcium à partir de la vacuole 

(Sanders et al., 1990), pour supporter l’assimilation, le transport et l’efflux des nitrates vers le 

milieu. Cette hypothèse suggère que l’efflux des nitrates vacuolaires est soigneusement 

régulé, peut-être par des mécanismes tel que la phosphorylation de protéines comme a été 

montré pour la lente activité du canal de la vacuole chez les cellules d’aleurone de l’orge 

(Bethke et Jones, 1997). L’efflux du nitrate de la vacuole peut aussi être contrôlé par les 

activités relatives du système d’absorption (Miller et Smith, 1992) et de l’efflux à partir du 

cytosol (Van der Leij, et al., 1998). 
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II. 2. 2. Efflux à partir du cytoplasme  

 La nature du système de l'efflux à travers le plasmalemme ainsi que son mécanisme et 

sa régulation restent encore plus inconnus que ceux de l'influx (Breteler et Nissen, 1982; Lee 

et Clarkson, 1986; Deane-drummond, 1986; Oscarson et al., 1987; Aslam et al., 1995; Ter 

Steege et al., 1999). Des lacunes considérables existent encore dans nos connaissances sur le 

processus de l’efflux du nitrate à partir du cytoplasme. Les cinétiques d'échanges de traceurs 

ont permis des estimations de la demie-vie du NO3
- cytoplasmique qui est de l'ordre de 4 à 17 

min (Deane-Drummond et Glass, 1982; McNaughton et Presland, 1983; Siddiqi et al., 1991; 

Devienne et al., 1994). L'efflux est généralement considéré comme un processus passif qui 

s'effectue par simple diffusion selon un gradient de potentiel électrochimique du fait que le 

NO3
- du pool cytoplasmique est à un potentiel électrochimique plus élevé que celui du milieu 

environnant (Morgan et al., 1973; Miller et Smith, 1996). Il est moins sensible aux basses 

températures que ne l’est l’influx de nitrate (Jackson et al., 1976b). Scaife (1989) interprète 

l’absorption du nitrate selon le principe pump and leak et considère que l’influx est un 

processus qui permet à la plante d’absorber en permanence le maximum d’ions nitrates 

disponibles et que l’efflux est un rejet de l’excès du nitrate selon les besoins de la plante. Mais 

en fait, il semble que les deux composantes de l’absorption soient régulées et utilisent des 

mécanismes précis, distincts et modulables en fonction du milieu et des besoins de la plante. 

 L'influx, processus energétiquement dépendant, serait constant tandis que l'efflux, 

phénomène passif, serait fonction du gradient de concentration entre la cellule et le milieu. 

Cependant, certains résultats suggèrent que l’efflux se fait par un canal anionique de la 

membrane plasmique de protoplastes d’Armaranthus (Terry et al., 1991), de Chara corallina 

(via le canal de Cl- qui est deux fois plus perméable au nitrate qu’au chlore, Tyerman et 

Findlay, 1989) et des cellules de garde (Shmidt et Shroeder, 1994) dont la capacité varie avec 

la concentration du NO3
- du pool métabolique et du pool de transport, supposant que le 

surplus de NO3
- endogène peut être drainé via ces canaux. Aslam et al. (1995) et Tyerman et 

al. (1986b) suggèrent que l’ouverture de ce canal anionique est facilitée par un pH externe 

faible variable avec les espèces et modulable par le Ca2+. L’influence du nitrate exogène sur 

l’efflux du nitrate endogène varie selon l’espèce. Lorsque la concentration des nitrates 

endogènes et exogènes augmente l’efflux des nitrates croît (Breteler et Nissen, 1982; 

MacKown et al., 1981). 

 Par ailleurs, Deane-Drummond (1984) en étudiant ce processus suggère que ce 

transport chez C. corallina serait plutôt actif contrôlé par le métabolisme et indique que 

l'efflux peut se produire même lorsque la concentration du NO3
- cytoplasmique est faible. Il 
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est inhibé par le diéthylboestrol (inhibiteur du métabolisme). Cependant, des études récentes 

(Van der Leij et al., 1998) montrent en absence de nitrate exogène un arrêt de l’efflux net de 

nitrate après 5 h malgré que la concentration du nitrate cytosolique et le gradient 

électrochimique favorisant l’efflux à travers la membrane plasmique sont maintenues 

constants pendant 24 h de carence nitrique. Ces résultats suggèrent qu’en absence de nitrate 

exogène la protéine membranaire responsable du processus de l’efflux du nitrate est peut-être 

inactivée ou dégradée. Dans les deux cas, les observations impliquent qu’il n’y a pas 

seulement une régulation de l’influx du nitrate au niveau du plasmalemme (Clarkson, 1986) 

mais aussi une régulation de l’efflux (Deane-Drummond,1985). Toutefois, chez des plantes de 

maïs une corrélation entre la concentration du nitrate endogène et l’efflux a été obtenue durant 

une déficience en azote et des changements parallèles de l’influx ont été aussi mesurés 

(Teyker et al., 1988). Des arguments en faveur de ces observations ont été postulés par Aslam 

et al. (1996b), selon lesquels le système de l’efflux serait induit par le nitrate chez l’orge.  

 L'influence des nitrates exogènes sur l'efflux varie selon les plantes (Talouizte et al., 

1989, 1990). L'efflux chez le blé se produit en absence de NO3
- (Morgan et al., 1973; Jackson 

et al., 1976b; BenDriss Amraoui et al., 2000; BenDriss Amraoui et Talouizte, 2001), alors que 

la présence de NO3
- et l'influx de NO3

- qui en résulte sont nécessaires pour déclencher l'efflux 

de NO3
- chez Phaseolus vulgaris (Talouizte et al., 1990). Chez des plantes de Soja l'efflux est 

inversement relié à [NO3
-] externe (MacDuff et al., 1994). En revanche, l’existence d’une 

corrélation positive entre [NO3
-] interne et la valeur de l'efflux a été montrée (Deane-

Drummond et Glass, 1983a, Clarkson, 1986; Aslam et al., 1994, 1995). Plusieurs auteurs 

s’accordent que l’efflux contribue à la régulation de l'absorption des nitrates (Pearson et al., 

1981; MacKown et al., 1981; Deane-Drummond et Glass, 1983a; Deane-Drummond, 1984, 

1985). 

 Le fait que l'efflux à partir de racines excisées d'orge augmente par addition de glucose 

et de NO3
- dans le milieu suggère que l'efflux, au même titre que l'influx, est un processus qui 

exige la fourniture du substrat (NO3
-) et de l'énergie (Aslam et al., 1996a). Ces auteurs 

considèrent que l’efflux est un processus actif contrôlé par le métabolisme comme il a été 

suggéré par Deane-Drummond (1984) chez C. carolina. Cependant, d’autres chercheurs 

(Abdellaoui et al., 2001) trouvent que la diminution de l’efflux des nitrates par les racines 

excisées ne peut pas être liée à une diminution de la disponibilité de l’énergie pour les raisons 

suivantes: (i) l’efflux des nitrates à partir des plantes intactes soumises à l’obscurité est plus 

élevé que celui des plantes exposées à la lumière (Abdellaoui et al., 1999) et (ii) un apport de 

glucose (40 mM) comme source d’énergie, directement aux racines excisées, n’entraîne pas 
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une stimulation de l’efflux du nitrate (Abdellaoui et al., 2001). Ces auteurs suggèrent alors 

que l’efflux est sous le contrôle de la parte aérienne, non pas via la translocation des 

photoassimilats issus des feuilles (Rufty et al., 1989), mais via un facteur photosensible 

provenant de l’apex. Selon ces auteurs, à l’inverse des sucres qui ont un effet inhibiteur sur 

l’efflux, ce produit serait un stimulateur de l’efflux dont l’effet disparaît après élimination de 

l’apex. Ces conclusions qui apparaissent donc opposées à celle d’Aslam et al. (1996a) peuvent 

être dues à des différences dans les conditions de culture et les protocoles expérimentaux ainsi 

qu’à l’existence d’une importante variabilité génétique du processus de l’efflux (chapitres 4, 

7 et 8) et suggèrent des études plus poussées dans ce domaine afin de bien identifier le ou les 

facteur(s) pouvant être responsables du contrôle de l’efflux à l’échelle de la plante entière et 

communs à toutes les espèces.  

 Selon Aslam et al. (1996b), l'induction de l'efflux en fonction du temps est comparable 

à celle de l'absorption nette. Après une exsorption rapide de NO3
- (3 min), correspondant aux 

nitrates de l'espace libre, et une phase de latence de 30 min, l'efflux augmente rapidement 

pendant 12 h, puis diminue au delà de 24 h. Kleinhofs et Warner (1990) et Devienne et al. 

(1994) indiquent qu'en plus de l'espace libre, les nitrates du cytoplasme et de la vacuole 

constituent deux compartiments distincts alimentant l'efflux: le cytoplasme alimente l’efflux 

rapidement (temps de demi-vie d’environ 5 min) tandis que la vacuole lentement (temps de 

demi-vie d’environ 10 h). L’inhibition de l'induction de l'efflux par la 6 méthylpurine, le 

cyclohéximide et le parafluoro alanine montre que l'efflux est un processus qui exige la 

synthèse d'ARN et de protéines fonctionnelles au même titre que l’influx (Aslam et al., 

1996b). Ces auteurs suggèrent que les nitrates endogènes ne sont disponibles pour l'efflux que 

lorsque ce dernier soit induit. Après induction complète, les inhibiteurs de la synthèse 

protéique diminuent de 50 à 60 % la vitesse d'absorption des nitrates, suggérant que les 

protéines du système de transport de l'efflux sont plus stables et possèdent un turn-over plus 

élevée que l’influx (Aslam et al., 1995, 1996b). Le nitrite induit également le système de 

l'efflux probablement par le même mécanisme d’induction de l'influx (Aslam et al., 1996b). 

 L'efflux varie beaucoup en cycle journalier (faible à la lumière et augmente à 

l'obscurité, Jackson et al., 1976b, Pearson et al., 1981, Talouizte et al., 1990; BenDriss 

Amraoui et al., 2000). Il est stimulé par NH4
+ (Deane-Drummond et Glass, 1983b, Glass et 

al., 1985, Lee et Drew, 1989; Aslam et al., 1994). Par contre, Kronzucker et al. (1999b) en 

alimentant des plantules de riz avec NH4
+ et NO3

- trouvent que l’influx et l’efflux du NO3
- 

sont tous les deux significativement réprimés par NH4
+, comparées à des plantes alimentées 
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seulement par du NO3
-. L’influx est diminué de 50% et l’efflux de 40% seulement contribuant 

ensemble à une diminution de l’absorption nette de 2.2 fois comparée à celle du contrôle.  

 Le pH acide, les perturbations et l'excision de la racine stimulent l'efflux alors que le 

pH basique ne l’affecte pas (Aslam et al., 1995, 1996a). Le Ca2+ annule partiellement l’effet 

du pH acide sur l'efflux (Aslam et al., 1995). Le KCN stimule l'efflux, tandis que le 2,4 

dinitrophénol (inhibiteur du métabolisme) ne l’affecte pas (Aslam et al., 1996b). Les acides 

aminés n'influencent pas l'efflux (Muller et al., 1995). L'application de basse température 

racinaire ne réduit pas la valeur de l'efflux. L'ensemble de ces résultats suggère que le site de 

l’efflux ainsi que son contrôle sont différents et indépendants de ceux de l'influx (voir 3è 

paragraphe de la page 8, Jackson et al., 1976b; Pearson et al., 1981, Deane-Drummond, 1984, 

Aslam et al., 1994, 1995). 

 Johannes et al. (1998) ont trouvé chez une algue qu’un faible pHcyt et [Ca2+]cyt élevée 

activent l’efflux de Cl-, en revanche ils ont observé que l’efflux de Cl- est complètement 

inhibé par phosphorylation et que la déphosphorylation l’inhibe moins intensivement. En plus, 

des études électrophysiologiques utilisant des inhibiteurs de protéine kinase indiquent que les 

canaux anioniques lents (slow anion channels) du plasmalemme des cellules de gardes 

peuvent être modulés par des processus de phosphorylation et déphosphorylation (Schmidt et 

al., 1995). Récemment, Frachisse et al. (2000) ont caractérisé un flux anionique chez des 

cellules de l’hypocotyle d’Arabidopsis. Ce flux, activé par dépolarisation de la membrane, a 

des cinétiques d’activation et désactivation lentes de l’ordre de 10 sec. Il présente plusieurs 

propriétés distinctes de celles du flux anionique rapide (Rapid-type anion current). Le canal 

type-lent est beaucoup perméable au nitrate avec un P- P- proche de 20, mais totalement 

imperméable au sulphate. L’activation du canal requière de l’ATP cytosolique et le flux lent 

est partiellement inhibé par la staurosporine, suggérant que la régulation du canal implique 

une phosphorylation de protéine. Ces canaux (slow and rapid anion channels) sont assumés 

avoir des fonctions spécifiques: le premier est capable d’intervenir dans le soutien de l’efflux 

des anions, tandis que le second est un bon candidat pouvant être impliqué dans la 

transmission des signaux électriques rapides. Ces observations indiquent que l’efflux du 

nitrate, qui peut utiliser un canal, peut être régulé par phosphorylation et déphosphorylation 

comme pour le Cl- chez les algues (Johannes et al., 1998), ou même pour le nitrate chez les 

cellules de garde (Schmidt et al., 1995) et l’hypocotyle (Frachisse et al., 2000). Par contre, au 

niveau des racines beaucoup d’études restent encore à réaliser s’il on veut généraliser pour 

toute la plante et compléter les résultats de Tyerman et Findlay (1989), Shmidt et Shroeder 

(1994) et Aslam et al. (1995, 1996b) car si ces processus de régulation existent aussi au 
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niveau de ces organes le mécanisme doit être beaucoup plus fonctionnel étant donné les 

quantités de nitrates que la racine peut effluer au cours d’une période d’obscurité ou en 

présence de concentration de nitrate élevée dans le milieu racinaire (chapitres 3 et 4). 

III. Régulation de l’absorption des nitrates  

 L'absorption de NO3
- est contrôlée par les besoins en azote de la plante et la 

croissance. Les informations dont on dispose sur la régulation de l'absorption de NO3
- par la 

demande en N des feuilles, ont été obtenues par des études de privation en azote. La 

suppression de NO3
- plusieurs jours entraîne une augmentation des capacités d'absorption de 

NO3
- quand les plantes sont ré-alimentées en NO3

-. Ceci est observé chez de nombreuses 

espèces (Jackson et al., 1976a; MacKown et al., 1981; Lee, 1982; Talouizte et al., 1984b; 

Chapin et al., 1988; Rodgers et Barneix, 1989). Cette réponse à la carence en N est maximale 

seulement quelques dizaines d'heures après élimination de NO3
- de la solution, mais elle est 

transitoire car la privation en NO3
- à plus long terme empêche l'induction des systèmes de 

transport des nitrates (Touraine et Gojon, 1997). Elle apparaît avant toute modification 

mesurable sur la croissance (Lee et Rudge, 1986; Touraine et Gojon, 1997) et est également 

spécifique au NO3
- (Lee et Rudge, 1986; Lee, 1993).  

 Des études plus détaillées ont montré que la stimulation de la capacité à absorber NO3
- 

n'est pas exclusivement liée à l'absence totale de NO3
- dans la rhizosphère, mais se manifeste 

aussi quand [NO3
-] exogène est simplement atténuée (Mattson et al., 1991, Touraine et Gojon, 

1997). Ces auteurs concluent alors qu’il s'agit de l’aptitude à modifier rapidement l'efficacité 

du système d’absorption quand [NO3
-] externe change. Cette efficacité de prélèvement de 

NO3
- est d'autant plus forte que le nitrate est peu abondant (Touraine et Gojon, 1997). 

 Il semble que cette réponse adaptative soit due à des changements dans la nature et 

l’abondance des systèmes protéiques de transport au niveau de la membrane plasmique. Ces 

systèmes sont probablement sujets à des processus de répression/dérépréssion à un niveau 

encore indéterminé de leur expression (Clarkson et Lüttge, 1991). La spécificité de cette 

régulation vis-à-vis de N suggère que les signaux qui en sont responsables sont des 

métabolites azotés ou des composés impliqués en amant ou en aval dans le métabolisme de 

l’azote. 

 De ce fait plusieurs facteurs impliqués directement ou indirectement dans 

l’assimilation de NO3
- (NO2

-, NH4
+, glucides, acides aminés et organiques) aussi bien que le 

NO3
- lui-même ont été identifiés comme étant des effecteurs de l’absorption de NO3

-. Il est 

probable aussi que ces facteurs coopèrent à la régulation comme signaux, et que cette 

régulation s’exerce sur les transporteurs eux-mêmes et sur leur synthèse. La régulation de 
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l’expression des gènes du métabolisme de l’azote et des transporteurs du nitrate commence à 

être éclaircie chez les végétaux inférieurs et supérieurs, toutefois nos connaissances sur les 

mécanismes précis impliqués dans cette régulation resteront toujours incomplètes et 

fragmentaires tant que l’identité des transporteurs eux-mêmes et leurs gènes n’auront pas été 

totalement élucidées. 

III. 1. Régulation par le nitrate, l’influx et l’efflux 

 On a longtemps considéré que l’absorption du nitrate était régulée selon le principe 

pump and leak proposé par Scaife (1989) consistant à absorber en permanence le maximum 

d’ions nitrates disponibles et à en rejeter l’excès selon la demande de la plante. Mais en fait, il 

semble que les deux composantes de l’absorption soient indépendantes et participent toutes 

les deux dans la régulation de l’absorption du nitrate (Breteler et Nissen, 1982; Deane-

Drummond et Glass, 1983a; Lee et Drew, 1986; Clarkson, 1986; Oscarson et al., 1987) car 

l'absorption nette des nitrates dépend de la valeur du rapport influx et efflux du nitrate 

(Morgan et al., 1973; Devienne et al., 1994). Toute variation dans l'absorption des NO3
- peut 

être due à une variation de l’influx ou de l’efflux. L'absorption des ions NO3
- est commandée 

par l'influx si l'efflux est nul. Si l'influx et l'efflux sont de la même grandeur l'absorption des 

nitrates devient alors nulle (Talouizte et al., 1990). 

 Dans la cellule le nitrate absorbé est distribué entre un pool métabolique (cytoplasme) 

et un pool de réserves (vacuole). La vitesse de pénétration du nitrate dans ces deux pools est 

différente. Elle est grande dans le premier cas et faible dans le second cas (Clarkson, 1986). 

Cette différence peut être due à des différences au niveau du système de transport des nitrates 

au niveau du plasmalemme et du tonoplaste en relation avec la concentration des nitrates du 

milieu ambiant, du cytoplasme et de la vacuole. Les flux du nitrate à travers le tonoplaste sont 

régulés par la concentration vacuolaire du nitrate, du Cl- et d’autres anions (Smith, 1973; 

Cram, 1973, 1983; Glass et Siddiqi, 1985). Quand la concentration en nitrate du milieu 

extérieur est nulle, la re-mobilisation du nitrate vacuolaire, qui dépend de l’assimilation 

racinaire, du transport et de l’efflux des nitrates, en contrôlant la concentration du nitrate 

cytoplasmique permet le maintien du gradient de potentiel électrochimique entre le 

cytoplasme et le milieu (Van der Leij et al., 1998). 

 L’existence d’une corrélation entre le nitrate (endogène [cytosolique et vacuolaire] et 

exogène) et les systèmes d’absorption (influx, efflux, iHATS et iLATS) suggère que le nitrate 

peut être considéré comme le facteur par lequel s’effectue les premières étapes de la 

régulation de l’absorption (Morgan et al., 1973; Jackson et al., 1976a; Doddema et Telcamp, 

1979; MacKown et al., 1981; Breteler et Nissen, 1982; Deane-Drummond et Glass, 1983a; 
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Clarkson, 1986; Goyal et Huffaker, 1986; Miller et Smith, 1992; Devienne et al., 1994; 

MacDuff et al., 1994; Aslam et al., 1994, 1995; Glass et Siddiqi, 1995; Bethke et Jones, 1997; 

Van der Leij et al., 1998). En effet, quelle que soit sa provenance (interne ou externe) et son 

site d’action (influx ou efflux), tous ces chercheurs s’accordent sur le fait que le nitrate via 

son effet sur l’influx et l’efflux contrôle sa propre absorption nette. Toutefois, les observations 

de Cram (1973), Glass et Siddiqi (1985) et Van der Leij et al. (1998) laissent penser aussi que 

la compartimentation cellulaire de cet ion et les relations entre cytosol et vacuole dans la 

racine peuvent être impliquées dans la régulation de l’absorption du nitrate.  

 Dans certaines conditions (obscurité ou haute concentration du milieu extérieur en 

nitrate), l’efflux du nitrate du pool cytoplasmique représente une proportion considérable de 

l’influx (Pearson et al., 1981). L’absorption nette est alors contrôlée par l’importance de 

l’efflux, l’influx restant relativement constant (Deane-Drummond, 1984, 1985). Une 

corrélation négative entre l’absorption et les nitrates endogènes existe (Breteler et Nissen, 

1982; Glass et al., 1985; Siddiqi et al., 1989, 1990; Lainé et al., 1995; Cárdenas-Navarro et 

al., 1998, 1999). La concentration de NO3
- dans le cytoplasme exerce un double rétrocontrôle 

sur l’absorption nette: lorsque [NO3
-]cyt atteint une valeur critique (nettement supérieur au 

seuil d’induction), on observe une augmentation de l’efflux, mais aussi une diminution de 

l’influx. Cette diminution de l’influx de nitrate persiste en présence d’inhibiteurs de la voie 

d’assimilation de l’ammonium, et s’observe chez des mutants dépourvus de NR (King et al., 

1993), ce qui confirme qu’il s’agit d’une rétroinhition par NO3
- lui-même. 

 Récemment, pour étudier la régulation du HvNRT2, gène qui code pour le HATS, 

Vidmar et al. (2000) en traitant séparément des plants alimentés en nitrate avec le tungstate, 

(inhibiteurs de la NR) trouvent que le tungstate augmente la transcription du HvNRT2 par 

20% à 30% et diminue l’influx du NO3
- par 50%, indiquant encore que le NO3

- lui-même ne 

régule pas l’abondance de la transcription du HvNRT2, mais peut exercer un effet direct sur 

l’influx (post-transcriptional). En revanche, plusieurs expérimentations montrent que certains 

produits du métabolisme du nitrate sont aussi inhibiteurs de l’influx de NO3
- (MacKown et al., 

1982a; Breteler et Siegerist, 1984; Cooper et Clarkson, 1989; Muller et al., 1995; Lejay et al., 

1999; Vidmar et al., 2000). 

III. 2. Régulation par les produits du métabolisme du nitrate  

 La présence de NH4
+ dans le milieu de culture diminue l’absorption du nitrate 

(Jackson, 1978, Glass, 1988; Lee et Drew, 1989; Warner et Huffaker, 1989; de la Haba 1990; 

Chaillou et al., 1994). Le fait que l’inhibition de l’absorption de NO3
- par l’ammonium est 

rapide et réversible suggère un effet direct sur les transporteurs de NO3
- (Lee et Drew, 1989). 
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 Dans d’autre cas, l’effet de NH4
+ sur l'absorption de NO3

- est levé par les inhibiteurs 

de la glutamine synthétase (GS) et de la glutamate synthase (GOGAT) (Breteler et Siegerist, 

1984; Lee et al., 1992). Dans ce cas, l’effet inhibiteur de NH4
+ sur l’influx paraît s’effectuer 

par des acides aminés formés à partir de NH4
+ (Muller et Touraine, 1992; Muller et al., 1995). 

Ce phénomène semble impliquer dans la répression et la dérépression du transport de NO3
- en 

conditions de satiété et de carence en azote, respectivement. Ces observations confirment 

l'hypothèse d'une inhibition de l'absorption de NO3
- par les produits de l'assimilation de NH4

+ 

(Rufty et al., 1982). En effet, la répression par NH4
+ peut s’effectuer indirectement par (i) 

inhibition de l’influx par les acides aminés issues de l’assimilation de NH4
+ (Doddema et 

Otten, 1979; Breteler et Siegerist, 1984; Breteler et Arnozis, 1985; Glass et al., 1985; Lee et 

Rudge, 1986; Lee et Drew, 1989; Cooper et Clarkson, 1989) ou par (ii) inactivation de la NR 

(MacKown et al., 1982a, 1982b; Lejay et al., 1999) qui augmente l’efflux des NO3
- endogènes 

(de la Haba, 1990). Elle peut aussi s’effectuer directement par une rapide stimulation de 

l’efflux du nitrate (Deane-Drummond et Glass, 1983b; Deane-Drummond, 1985; Lee et 

Drew, 1989; Clarkson, 1985; Aslam et al., 1994) ou inhibition de l’influx (Muller et al., 1995; 

Vidmar et al., 2000).  

 En revanche, Kronzucker et al. (1999b) en alimentant des plantules de riz avec NH4
+ 

et NO3
- trouvent que l’influx et l’efflux du NO3

- sont tous les deux significativement réprimés 

par NH4
+, comparées à des plantes alimentées seulement par du NO3

-. L’influx est diminué de 

50%, par contre, l’efflux l’est de 40% seulement permettant ainsi une chute de l’absorption 

nette de 2.2 fois comparée à celle du contrôle. De même, étant donné que l’efflux du nitrate 

constitue seulement 8.7% (sur NO3
-) à 11.4% (sur NO3

- plus NH4
+) de l’influx, tout effet sur 

l’efflux aurait une contribution négligeable dans l’absorption nette du nitrate. Ces auteurs 

concluent que la répression de l’absorption nette du nitrate par l’ammonium se fait 

principalement sur l’influx, et non par l’accroissement de l’efflux. Cette conclusion supporte 

celle de Lee et Drew (1989) et Kronzucker et al. (1999a) comparée à celle formulée par 

Aslam et al. (1997). 

 Les mécanismes d'action de NH4
+ sur l’absorption du NO3

- peuvent être multiples et 

probablement variables avec les conditions de cultures, le stade de développement, le 

protocole expérimental et les espèces. Il a été proposé que l'ammonium (i) agit par "feed-

back" négatif sur le système de l'influx (Glass, 1988; Lee et Drew, 1989; Lee et al. 1992; 

King et al., 1993, Ayling, 1993), (ii) inhibe allostériquement l'activité du système de transport 

(MacKown et al., 1982a, 1982b), (iii) stimule (Deane-Drummond et Glass, 1983b; 

Kronzucker et al., 1999a) ou inhibe le système de l’efflux du nitrate (Kronzucker et al., 
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1999b), (iv) diminue la disponibilité d'ATP et des squelettes carbonés en conséquence de 

l'assimilation de NH4
+ (MacKown et al., 1982b) et (v) induit l’inhibition de l’absorption du 

nitrate par augmentation de l’influx de NH4
+ qui provoque une dépolarisation de la membrane 

et donc diminue la force proton motrice nécessaire pour le transport des anions (cotransport 

NO3
-/H+, Ullrich et al., 1984). 

 L’influence des acides aminés endogènes sur l’absorption semble se manifester à 

travers son effet sur l’efflux seulement selon Deane-Drummond et Glass (1983b) et sur 

l’influx essentiellement selon Lee et Drew (1986) et Muller et al. (1995). Selon ses derniers 

auteurs, l’effet des acides aminés sur l’absorption nette des nitrates s’exerce sur l’influx et ne 

concerne pratiquement pas l’efflux du nitrate. Un apport exogène d'acides aminés au niveau 

des cotylédons inhibe l'absorption du nitrate (Breteler et Arnozis, 1985; Muller et Touraine, 

1992; Muller e al., 1995). Certains acides aminés inhibent l’absorption de nitrate, alors que 

d’autres sont peu ou pas efficaces. L'arginine, l'alanine et l'asparagine inhibent fortement 

l'absorption du nitrate, tandis que d'autres tels que, la glutamine, le glutamate, la méthionine et 

l’aspartate l’inhibent modérément. L'histidine, la leucine, l'isoleucine, la serine, la valine, la 

phénylalanine et la leucine sont pratiquement sans effet. La signification de cette sensibilité 

différentielle du transport du nitrate aux différents acides aminés n’est pas comprise (Touraine 

et Gojon, 1997). 

 L'inhibition de l'absorption par les acides aminés ne pourrait pas être due a un effet sur 

les systèmes de transports de la membrane plasmique des cellules racinaires, puisque 

l'absorption des nitrates n'est affectée qu'après un temps de latence lent (3 à 4 h) et ne se 

rétablie pas, même si les plantes sont transférées sur solution dépourvue d'acides aminés 

(Breteler et Arnozis, 1985; Muller et Touraine, 1992; Touraine et al., 1995). Ces observations 

ont conduit ces chercheurs à suggérer que les acides aminés régulent l’absorption des nitrates 

au niveau métabolique, plutôt que directement par un effet sur les systèmes de transport des 

nitrates.  

 Dans une étude sur l’influence du statut azoté et carboné sur l’expression de deux 

gènes (Nrt2;1 et Nrt1) du transport de NO3
- chez Arabidopsis thaliana, Lejay et al. (1999) 

montrent que l’expression du Nrt2;1 est stimulée par la carence en nitrate chez des plantes 

sauvages et par une limitation en azote chez des mutants déficients en NR transférés sur NO3
- 

comme seule source d’azote. Ces observations montrent que l’expression du Nrt2;1 est sous 

une répression feedback par des métabolites azotés résultant de la réduction du nitrate. Par 

contre, l’expression du Nrt1 n’est pas sujette à une telle répression. En effet, le gène Nrt1 est 

exprimé en excès chez des mutants en NR même sous conditions suffisantes en azote 
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(croissance en milieu NH4NO3), suggérant que l’expression de ce gène est affectée par la 

présence d’une NR active et non pas par le statut en azote de la plante.  

 L’influx de 15NO3
- est remarquablement augmenté chez les mutants en NR comparés 

au plantes sauvages. En revanche, les deux génotypes ont des vitesses d’absorption nette de 
15NO3

- similaires dues à un efflux de 14NO3
- plus important chez les mutants que chez les 

plantes sauvages. L’expression des deux gènes augmente durant la période de lumière et 

diminue dans les premières heures de la période obscure, indiquant qu’ils sont régulés par la 

transition de la lumière à l’obscurité. Un apport de saccharose empêche l’inhibition de 

l’expression de ces gènes par l’obscurité. Ces auteurs remarquent que, dans toutes les 

conditions analysées, l’expression du Nrt2;1 est fortement corrélée avec l’influx du 15NO3
- à 

une concentration externe de 0.2 mM. Au contraire, les changements du taux d’ARNm du 

Nrt1 ne sont pas toujours associés avec des changements similaires des activités des systèmes 

de transport du NO3
- (HATS et LAST) (Lejay et al., 1999). 

 D’autre part, pour étudier la régulation du HvNRT2, gène qui code pour le HATS chez 

des plantules d’orge, Vidmar et al. (2000) en traitant ces plants avec 10 mM NO3
- en présence 

ou absence d’acides aminés (aspartate, asparagine, glutamate, glutamine), NH4
+ séparément, 

trouvent que tous les acides aminés diminuent l’influx du 13NO3
- par le système à haute 

affinité ainsi que l’abondance de la transcription du HvNRT2, avec une inter-conversion 

substantielle des acides aminés administrés, ce qui ne leur a pas permis de déterminer l’acide 

aminé responsable des effets observés. Pour clarifier le rôle individuel de chaque acide aminé, 

les plants sont traités séparément avec des inhibiteurs de l’assimilation du NO3
- (méthionine 

sulfoximine et azaserine: inhibiteurs de la GS et la GOGAT, respectivement). Les résultats 

montrent que le NH4
+ et la glutamine (et non le glutamate) exercent à la fois un effet sur 

l’expression du gène HvNRT2 et sur le HATS (transcriptional and post-transcriptional down-

regulation), mais ils n’excluent pas la contribution d’autre acides aminés.  

 Chez une suspension de cellules embryonaires de Zea mays Padgett et Leonard (1996) 

étudient la capacité individuelle des acides aminés à réguler l’induction et l’absorption des 

nitrates. L’addition de 2 mM de glutamine, glycine, aspartate, ou arginine à la culture avec 1 

mM de nitrate inhibe complètement l’absorption du nitrate. Cependant, ni la glutamine ni 

aucun des 19 acides aminés protéiques testés n’apparaît être le seule responsable de la 

régulation de l’induction et de l’absorption des nitrates. La capacité des acides aminés à 

réguler l’absorption et l’assimilation des nitrates apparaît être plus reliée à leur niveau total 

dans la cellule qu’à l’accumulation d’un acide aminé spécifique. Similairement, l’utilisation 

d’inhibiteur de l’assimilation de l’azote indique que le NH4
+, la glutamine et d’autres acides 
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aminés interviennent dans la régulation (down-regulation) de l’expression du gène Nrt2;1At 

codant pour le iHATS dans les racines d’Arabidopsis (Zhuo et al., 1999). 

 Chez des arbres de Hêtre la glutamine et l’aspartate ont été trouvés dans le phloème et 

inhibent l’absorption nette de NO3
- quand ils sont donnés aux racines (Geßler et al., 1998). 

Quand ils sont appliqués directement au phloème de l’epicotyle, l’absorption par les racines 

diminue de 61% par la glutamine et 79% par l’aspartate comparée au contrôle. Une 

fumigation de la partie aérienne par NH3 produit une diminution de 35% de l’absorption nette. 

Les acides aminés augmentent de 56% et 37% dans la partie aérienne et l’exsudat du 

phloème, respectivement. Cet enrichissement est dû essentiellement à l’arginine et au 

glutamate dans les feuilles et à l’aspartate, l’asparagine, le glutamate et la glutamine dans 

l’exsudat du phloème. La teneur en acides aminés dans les fines racines n’est pas changée par 

la fumigation, par contre, la teneur de la glutamine augmente significativement. A partir de 

ces résultats, ces auteurs concluent que le transport phloèmien d’acides aminés, 

particulièrement celui de la glutamine et de l’aspartate intervient dans la régulation de 

l’absorption nette du nitrate par les racines des arbres de Hêtre dans le but d’adapter ce 

processus à la demande en azote de la plante entière (Geßler et al., 1998).  

 Ces observations montrent qu’il existe une hiérarchie dans l’effet des acides aminés, 

très complexe et variable avec les conditions de cultures, le type de nutrition azotée et les 

espèces (herbacées et ligneuses), sur les systèmes de transport du nitrate (Breteler et Arnozis, 

1985, Muller et Touraine, 1992, Touraine et al., 1995; Padgett et Leonard, 1996; Lejay et al., 

1999; Zhuo et al., 1999; Vidmar et al., 2000), en relation avec la distribution de la réduction 

du nitrate entre les racines et les feuilles et le transport des acides aminés dans la plante 

(Touraine et al., 1992; Joy et al., 1992; Rochat, 1997). En outre, elles montrent qu’au 

contraire de ce qu’on peut imaginer, le ou les acides aminés responsables de la régulation de 

l’absorption du nitrate peuvent exercer leur effet non seulement sur le HATS mais aussi sur le 

gène qui code pour ce transporteur. Elles montrent également que plusieurs gènes sont 

responsables de cette régulation par les acides aminés. Certains, tel que le Nrt2;1, sont régulés 

par les produits de l’assimilation (acides aminés) tandis que d’autres tel que le Nrt1 sont 

régulés par une enzyme active de l’assimilation (NR) chez Arabidopsis thaliana. Le premier 

groupe est hautement corrélé avec l’influx tandis que le second groupe ne l’est pas (Lejay et 

al. 1999).  

III. 3. Régulation par les acides organiques  

 Une étroite relation existe entre le métabolisme du nitrate et du malate (Neyra et 

Hageman, 1976; Popp et Summons, 1983; Naik et Nicholas, 1986; Chaillou et al., 1986, 
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Touraine et al., 1992; Wanek et Popp, 2000; Müller et al., 2001). La fixation du carbone dans 

les racines joue un rôle clé dans l’assimilation de l’azote et la synthèse des acides aminés dans 

la racine du fait qu’elle alimente ces voies en intermédiaires du cycle des acides 

tricarboxyliques. Elle maintient aussi l’équilibre de la charge et du pH durant l’absorption et 

l’assimilation des ions (Davies, 1973; Latzko et Kelly, 1983; Martinoia et Rentsch, 1994). 

Dans les feuilles, le malate, exporté du chloroplaste par la navette malate-oxaloacétate à la 

lumière, fournit une source importante de pouvoir réducteur (NADH) utilisé dans la réduction 

du nitrate en nitrite dans le cytosol. La synthèse du malate contribue à la neutralisation des 

hydroxyles formés au cours de la réduction du nitrate foliaire (Ben-Zioni et al., 1971; Davies, 

1986). Le malate assure la fourniture des chaînes carbonées pour l'assimilation de l'ammoniac 

dans la mitochondrie. Le malate remplace le nitrate, quant celui-ci est réduit ou absent du 

milieu, pour maintenir l'équilibre électrique et osmotique de la cellule et de la sève du xylème 

(Triplett et al., 1980; Siebrecht et Tischner, 1999). Ces observations montrent que le 

bicarbonate ou le malate peut directement ou indirectement affecter l’absorption des ions 

nitrates et le métabolisme de l’azote (Cramer et al., 1996; Gao et Lips, 1997; Vuorinen, 1997).  

 La synthèse du malate réalisée à partir du phosphoenolpyruvate et du bicarbonate est 

catalysée par la phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPcase) et la malate déshydrogenase. La 

stimulation de l'activité PEPcase par l'élévation du pH a pour conséquence le remplacement 

d'un acide faible (acide carbonique) par un acide fort (acide malique) ce qui abaisse le pH 

cytoplasmique (Raven et Smith, 1976). Le malate ainsi formé peut être stocké sous forme de 

sel (K-malate) dans les vacuoles où il assure l'ajustement osmotique à la place de NO3
-. Il peut 

également être exporté dans la sève avec les cations d'accompagnements et maintient 

l'électroneutralité dans la sève (Triplett et al., 1980; Ben-Zioni et al., 1971; Talouizte et al., 

1990; Siebrecht et Tischner, 1999). Sa dégradation en pyruvate catalysée par l'enzyme 

malique est stimulée à pH acide (Davies, 1986). Cependant, en absence de variation de pH 

l'accumulation d'acides organiques (en cas de non exportation des charges négatives libérées 

lors de la réduction des NO3
-) poserait des problèmes d'équilibre ionique et osmotique aux 

cellules foliaires les obligeant a en exporter une très grande quantité vers les racines (Touraine 

et al., 1988). 

 Pour expliquer comment la plante peut réguler l'absorption par les acides organiques 

provenant de la partie aérienne ou synthétisés dans les racines le modèle de Ben-Zioni et al. 

(1971) repris par Touraine et al. (1992) propose un contrôle de l'absorption racinaire du NO3
- 

par la réduction du NO3
- foliaire via la synthèse, la translocation et la décarboxylation du 

malate et l'exsorption de HCO3
- qui permettrait, par un antiport, l'entrée d'un ion nitrate dans 



 26

la cellule. Les données expérimentales disponibles sont en faveur de cette hypothèse. Ainsi 

chez le soja, le malate stimule l'absorption des NO3
-, qu’il soit fourni directement aux racines 

ou qu’il soit apporté par la sève phloémique, et la restaure lorsqu'elle est inhibée par un arrêt 

du transport phloémique (girdling, Touraine et al., 1988). De même, un accroissement du 

transfert du malate des feuilles vers les racines, par un apport exogène du malate à une partie 

du système racinaire, stimule l'absorption des NO3
- par la partie du système racinaire non 

traitée (split-root). Par ailleurs, chez les plantes ligneuses, Wanek et Popp (2000) observent 

une augmentation non significative de l’absorption nette de NO3
- en réponse à 1 mM de 

HCO3
-. Par contre, ces auteurs obtiennent un effet positif du HCO3

- sur la réduction du NO3
-. 

L’effet du HCO3
- sur la translocation et le stockage du NO3

- est variable en fonction de 

l’espèce. Chez Populus canescens (Ait.) Sm. le HCO3
- diminue l’export et le stockage du 

NO3
-, tandis que chez Sambucus nigra L. il augmente l’accumulation du NO3

- dans les racines 

et diminue sa translocation vers les feuilles. 

 Ces observations sont en faveur d'une régulation de l'absorption des NO3
- par la partie 

aérienne (Kirkby et Armstrong, 1980) via les acides organiques formés au niveau de la partie 

aérienne après réduction du NO3
-. Cependant, le mécanisme exacte par lequel ces acides 

organiques stimulent l'absorption des NO3
- est encore obscure et très mal connu (Imsande et 

Touraine, 1994). Il peut s’agir d’un mécanisme qui affecte directement ou indirectement (via 

la NR et la réduction du nitrate) l’absorption. D’autre part, bien qu’on sait que l’influx de 

NO3
- est énergétiquement couplé au gradient de pH à travers la membrane plasmique, la 

nature exacte du système de transport du NO3
- n’est pas connue car on ne sait pas avec 

exactitude s’il s’agit d’un symport NO3
-/H+, d’un antiport NO3

-/OH- ou d’un antiport NO3
-

/HCO3
- (libéré par décarboxylation du malate). De ce fait, même si la stimulation de 

l’absorption du NO3
- par un apport de malate suggère que l’influx dépend de la disponibilité 

en malate et HCO3
- et du fonctionnement d’un antiport NO3

-/HCO3
-, le mécanisme d’action 

du malate restera obscure tant que nos connaissances sur la structure et la biochimie du 

transport du NO3
- sont insuffisantes pour trancher en faveur d’un symport ou antiport (OH- ou 

HCO3
-). L’hypothèse d’un influx de nitrate couplé à l’efflux de HCO3

- est soutenue par le fait 

qu’un apport de malate au niveau de la sève phloémique augmente l’absorption du nitrate en 

même temps que l’efflux de CO2 et HCO3
- et l’alcalinisation du milieu (Touraine et al., 1988, 

Fig. 1).  
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 Par ailleurs, on ne sait pas non plus sur quelle composante de l’absorption les acides 

organiques agissent principalement: l’influx ou l’efflux et le mécanisme d’action sur ces deux 

paramètres séparément ou en interaction est pour le moment loin d’être élucidé. Les acides 

organiques affectent-ils seulement l’activité des transporteurs du NO3
- ou aussi leurs 

synthèses et l’expression des leurs gènes comme il a été trouvé pour les acides aminés.  

III. 4. Régulation par les glucides 

 L’absorption d’une mole de nitrate consomme 1 à 3 moles d’ATP (Bloom et al., 

1992), soit environ 10 à 20% du coût total de l’assimilation de NO3
- dans les racines. Bien que 

non insignifiant, ce niveau d’utilisation de l’énergie compte pour 5% du catabolisme du 

carbone racinaire. Des corrélations positives existent entre l’alimentation des racines en 

sucres et l’absorption de nitrate. L’oscillation de l’absorption du nitrate peut être synchronisée 

avec l’émergence des feuilles (Vessey et al., 1990). Cette rythmicité de l’absorption du nitrate 

est supposée résulter des changements de la vitesse de translocation des sucres résultant de la 

dépendance du développement des nouvelles feuilles en azote (Lim et al., 1990). 

 L’absorption de NO3
- varie en cycle journalier, augmente régulièrement à la lumière et 

diminue à l'obscurité (Clement et al., 1978b; Triboi-Blondel, 1979; Hansen, 1980; Pearson et 

al., 1981; Le Bot et Kirkby, 1992; Scaife et Schloemer, 1994; Delhon et al., 1995a; Andriolo 

et al., 1996; Cárdenas-Navarro et al., 1998). Ces variations de l’absorption suivent celles de 

l’intensité lumineuse (Clement et al., 1978b; Delhon et al., 1995a). L’effet stimulateur de la 

lumière sur l’absorption de NO3
- s’explique par son effet sur la photosynthèse, la production 

de glucides et la translocation descendante des glucides des feuilles vers les racines (Fig. 2). 

L’effet bénéfique des glucides sur l’absorption est confirmé depuis longtemps par l’addition 

de ces composés directement aux racines (Hänisch-Ten-Cate et Breteler, 1981). L’effet d’un 

apport exogène de glucides est plus prononcé à l’obscurité qu’à la lumière, ce qui est en 

faveur de l’idée d’une limitation de l’absorption nocturne par l’approvisionnement des racines 

en photoassimilats et en énergie (ATP) qui peut provenir de leur oxydation (Bloom et al., 

1992). Cependant, ni l’accumulation de glucides solubles, ni la charge énergétique globale de 

la racine ne sont affectées par le transfert des plants à l’obscurité. Ces faits sont des arguments 

en faveur d’une forte dépendance de l’absorption de NO3
- du flux et de la composition de la 

sève élaborée provenant de la partie aérienne. 
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 L’effet de la lumière sur l’absorption a été montré être extrêmement dépendent du 

transport phloémique. L’arrêt de la conduction phloémique, qui provoque toujours un arrêt 

rapide de l’absorption, est partiellement annulé par un apport de glucides aux racines. Ces 

observations suggèrent que l’absorption de NO3
- exige en permanence une alimentation en 

glucides des racines via le phloème. Ce rôle joué par les glucides dans le contrôle de l’activité 

des systèmes de transports de NO3
- est plus important que celui des autres composés de la 

sève élaborée du fait que l’arrêt de la sève phloémique, qui véhicule aussi les acides aminés 

foliaires (répresseurs de l’absorption) vers les racines, n’aboutit jamais à une stimulation de 

l’absorption de NO3
-. Ceci montre que les glucides sont indispensables au maintien d’une 

activité de base des transporteurs de NO3
- de la membrane plasmique et contribuent ensemble 

avec les autres composés de la sève élaborée dans le contrôle de l’absorption de NO3
- par les 

racines qui nécessite l’action de plusieurs molécules (Touraine et Gojon, 1997). De même, il 

semble que l’activité des transporteurs de NO3
- soit plus sensible au glucose qu’au fructose 

(Hänisch-Ten-Cate et Breteler, 1981). Cette sensibilité à la nature du composé glucidique, en 

plus de sa nature de substrat énergétique et fournisseur de squelettes carbonés, a été 

clairement démontrée pour l’assimilation de NO3
- (Vincentz et al., 1993). Selon ces auteurs le 

glucose stimule l’expression des gènes de la NR, la nitrite réductase (NiR) et la GS. 

Toutefois, l’effet du glucose sur les deux composantes de l’absorption reste encore mal connu 

et controversé. Ce composé stimule l’influx (Touraine et Gojon, 1997) et l’efflux chez l’orge 

(Aslam et al., 1996a) mais n’affecte pas ce dernier chez le blé (Abdellaoui et al., 2001). 

L'excision de la racine stimule l'efflux chez l’orge (Aslam et al., 1996a) et le réduit chez le blé 

(Abdellaoui et al., 2001; chapitre 7). Cependant, rien ne confirme encore avec certitude cette 

variabilité génétique ni même le mécanisme d’action du glucose sur l’activité du HATS, du 

LATS, du canal de l’efflux de NO3
- et sur l’expression des gènes de ces transporteurs.  

III. 5. Régulation par la lumière et le rythme circadien 

 Durant la croissance, l’absorption de NO3
- est principalement déterminée par la 

production de matière sèche en relation avec l’ontogenèse et les paramètres 

environnementales (Imsande et Touraine, 1994). Cependant à l’échelle des heures, sous une 

nutrition constante, la vitesse d’absorption subit des variations continues avec des valeurs 

élevées durant le jour, et faibles durant la nuit (Clement et al., 1978b; Triboi-Blondel, 1979; 

Hansen, 1980; Pearson et al., 1981; Le Bot et Kirkby, 1992; Scaife et Schloemer, 1994; 

Delhon et al., 1995a; Andriolo et al., 1996).  

 Certaines études montrent une stimulation de l'absorption des nitrates par la lumière 

chez les plantes supérieures (Pearson et Steer, 1977, Aslam et al., 1979; Rufty et al., 1989; Le 
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Bot et Kirkby, 1992; Casadesus et al., 1995; Delhon et al., 1995a). Cependant d’autres 

travaux montrent que l'absorption des nitrates n'est pas modifiée et augmente même à 

l'obscurité (Hansen, 1980; Rufty et al., 1984; MacDuff et Wild, 1988) ou reste relativement 

élevée (Matt et al., 2001) ou positive la nuit (Cárdenas-Navarro et al., 1998). Ce désaccord est 

dû probablement à l’utilisation d’un matériel végétal différent ou à des conditions 

expérimentales différentes qui impliquent d’autres facteurs physiologiques susceptibles 

d’influencer l’absorption. Ces variations sont la preuve d’une dépendance de l'absorption vis-

à-vis de la lumière qui reste encore très mal connue.  

 Delhon et al. (1995a) suggèrent que la diminution de l'absorption des nitrates à 

l'obscurité pourrait être due à une inhibition de l'influx par le NO3
- ou par l'azote réduit 

accumulé dans les racines à la suite d'une diminution de leur transfert vers les feuilles due à 

une diminution de la transpiration. D’autres travaux de ces auteurs (Delhon et al., 1995b) 

montrent que le maintien d'une transpiration constante ne supprime pas l'inhibition de 

l'absorption nette des nitrates à l’obscurité bien qu'il diminue l'accumulation de NO3
- et de 

l'azote réduit au niveau des racines. Ces auteurs concluent que l'effet de la lumière sur 

l'absorption des nitrates ne peut donc être lié à un changement dans l'accumulation et la 

translocation des composés azotés des racines vers la partie aérienne, mais plutôt au transport 

phloémique de substances provenant de la partie aérienne tel que le malate ou le saccharose 

qui pourraient être des effecteurs du système d'absorption des nitrates (Jackson et al., 1986a, 

1986b; Delhon et al., 1995b). Par ailleurs, le fait que le maintien de la transpiration permet 

une diminution des nitrates et de l’azote réduit racinaire laisse supposer que cette diminution 

de l’absorption par l’obscurité peut être aussi due à une augmentation non négligeable de 

l’efflux par diminution de la transpiration en parallèle à une diminution de l’influx en 

condition normale à l’obscurité (chapitre 4).  

 En effet, des études montrent que l'efflux de NO3
- varie en cycle journalier, faible au 

début de la période d’éclairement et augmente régulièrement au cours de la période 

d'obscurité (Jackson et al., 1976b; Pearson et Steer, 1977; Pearson et al., 1981). De plus, dans 

des études récentes (Schulze et al., 1994; Polley et al., 1995, 1999) des liens étroits ont été 

trouvés entre la transpiration et l’azote de la plante. Ces liaisons sont encore plus forte entre la 

transpiration et l’azote des feuilles (Schulze et al., 1994) et probablement même entre la 

transpiration et l’azote de la sève xylèmique et l’azote de la solution nutritive (Barthes et al., 

1996). 

 Récemment, il a été montré qu’une diminution de la conductivité hydraulique 

racinaire, pouvant induire une réduction de la conductance stomatique, peut être provoquée 
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par réduction de l’activité des canaux de transport de l’eau ou de leur densité dans la 

membrane plasmique des cellules racinaires sous l’effet d’une carence en azote (Clarkson et 

al., 2000). Une ré-alimentation en azote élimine cette diminution de la conductivité 

hydraulique des racines après 4 à 24 h. Le moyen par lequel l’interception de la carence 

nitrique par les racines est convertie en réponse hydraulique au niveau des racines et au 

niveau des stomates n’est pas bien connue (Clarkson et al., 2000).  

 Ce signal peut être une augmentation de la concentration de l’acide abscisique (ABA) 

dans la sève xylèmique dans le cas d’un stress hydrique (Davies et Zhang, 1991) ou nitrique 

(Clarkson et Touraine, 1994). En effet, la carence en NO3
- provoque une augmentation de la 

synthèse d’ABA, ou de son transport xylémique des racines vers les parties aériennes et une 

diminution de la synthèse des cytokinines (Clarkson et Touraine, 1994). Cette variation du 

rapport [ABA]/[cytokinines] dans la sève xylémique est corrélée avec une diminution 

marquée de la transpiration et de la conductivité hydraulique des racines (Radin et Matthews, 

1989). Un effet de l’ABA a été également montré par Fiscus (1981) sur la conductivité 

hydraulique des racines et le transport total des ions à travers le système racinaire de 

Phaseolus. De même, Barthes et al. (1996) ont établit une étroite liaison entre les flux d’eau et 

la présence du nitrate dans le milieu.  

 Brewitz et al. (1996) en étudiant la réponse de l’assimilation du nitrate et la 

translocation de l’azote à une réduction de l’humidité relative (2 à 4%) pendant 6 h trouvent 

que la vitesse de transpiration augmente beaucoup et la teneur en eau de la partie aérienne 

diminue de presque 20%, tandis que la teneur en eau des racines n’est pas affectée. L’activité 

NR des parties aériennes diminue par phosphorylation de l’enzyme durant le stress. Ces 

auteurs observent aussi une inhibition substantielle de l’absorption du NO3
-, mais la 

proportion de 15NO3
- transportée vers les feuilles est seulement légèrement affectée. Chez les 

plantes du contrôle, 71% du 15N retrouvé dans les racines provient de l’azoté re-transporté à 

partir des parties aériennes, par contre, chez les plantes stressées la re-translocation du 15N des 

feuilles vers les racines apparaît complètement inhibée. Ces résultats montrent qu’une 

réduction de l’humidité de l’air a des effets significatifs sur l’absorption du nitrate et la re-

translocation de N. Quelques un de ces effets apparaissent aussi chez des plantes sujettes à 

une réduction du potentiel hydrique dans la rhizosphère et laissent supposer la possibilité que 

les relations hydriques des parties aériennes ont une forte influence sur l’absorption et la 

translocation de l’azote. Similairement, Cárdenas-Navarro et al. (1998), dans une étude de 

simulation des variations de l’absorption en fonction de celle de l’eau au cours d’un cycle 

jour/nuit, concluent que l’absorption du nitrate peut être conduite seulement par 
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l’accumulation de la plante en eau et peut ne pas être seulement sous le contrôle du 

métabolisme de l’azote. L’ensemble de ces observations constitue un faisceau d’arguments en 

faveur de l’existence d’une relation entre l’absorption du nitrate et de l’eau contrôlée par la 

partie aérienne et les hormones. 

 Le signal envoyé par les racines vers les feuilles en cas de carence nitrique peut être 

aussi un changement chimique tel qu’une augmentation du pH de la sève du xylème et/ou de 

l’apoplasme qui provoque une fermeture des stomates (Wilkinson et Davies, 1997). 

Contrairement à cela, il a été démontré qu’une augmentation du pH du milieu augmente 

l’ouverture des stomates d’un tissu isolé de l’épiderme de feuilles préalablement bien 

hydratées (Wilkinson et Davies, 1997). En fait, étant donné que les conditions qui affectent le 

pH du xylème/apoplaste peuvent affecter aussi la transpiration (l’intensité lumineuse [Cowan 

et al., 1982; Hoffmann et Kosegarten, 1995], la déshydratation du sol [Hartung et Radin, 

1989; Davies et Zhang, 1991; Wilkinson et Davies, 1997], l’alimentation en nitrate [Clarkson 

et Touraine, 1994] et l’inondation du sol [Else, 1996]), la possibilité que le changement de pH 

qu’elles peuvent induire pourrait être un moyen par lequel l’ouverture des stomates s’altère 

existe. 

 L’implication de ces deux types de signaux dans la régulation de la transpiration a été 

montrée et élucidée par Wilkinson et Davies (1997). Selon ces auteurs la capacité des cellules 

du mésophylle et de l’épiderme des feuilles de plantes bien hydratées à séquestrer l’ABA de 

l’apoplaste est fortement réduite par l’augmentation du pH de l’apoplaste quand celui-ci est 

augmenté par la sève xylèmique qui arrive à son niveau. Dans une étude comparative de ces 

effets directs et indirects du pH sur la transpiration, ces auteurs montrent que l’ABA non 

seulement sert de médiateur dans la fermeture des stomates par le pH élevé de la sève 

xylèmique mais est aussi nécessaire pour empêcher une ouverture des stomates au pH élevé 

de la sève xylèmique et une dangereuse perte excessive d’eau (Wilkinson et al., 1998). De ce 

fait, une diminution de la transpiration à l’obscurité, pouvant être due à une diminution de la 

conductivité hydraulique des racines et/ou à une fermeture des stomates par élévation du pH 

de l’apoplaste des feuilles et de [ABA] au niveau de la surface externe des cellules de garde, 

peut engendrer une accumulation temporaire des nitrates dans les racines par diminution des 

flux de sève augmentant ainsi la proportion de l’efflux par rapport à l’influx. Il est important 

de noter que cet effet de la transpiration sur l’absorption est accompagné aussi par l’effet de la 

diminution de l’activité NR sur l’absorption à l’obscurité (Le Bot et Kirkby, 1992; Delhon et 

al., 1995a; Scaife and Schloemer, 1994). Cependant, la contribution de chacun de ces deux 

processus séparément ou en interaction sur l’absorption est très mal connue (chapitre 4). De 
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même on ne connaît pas si leurs effets s’exercent principalement sur l’influx ou sur l’efflux 

(BenDriss Amraoui et al., 2000). 

 L'implication de l'influx et de l'efflux dans ces variations de l’absorption est aussi 

obscure (MacDuff et Jackson, 1992). Lorsque l'absorption des nitrates diminue à l'obscurité 

on ne sait pas avec précision si ce fait est dû à une diminution de l'influx (MacDuff et 

Jackson, 1992; Delhon et al., 1995a) et/ou à une augmentation de l'efflux (Pearson et al., 

1981) et/ou à une interaction des deux processus. En effet, cette diminution de l'absorption 

des nitrates à l'obscurité peut résulter (i) d’une diminution de l’influx par inhibition du 

métabolisme énergétique au niveau des racines due à une faible translocation des 

photosynthétats à partir de la partie aérienne (Pearson et Steer, 1977; Hansen, 1980) ou (ii) 

d’une diminution de la réduction des nitrates et de la translocation de l'azote (MacDuff et 

Wild, 1988, Scaife, 1989) associée à une augmentation de l'efflux des NO3
- non réduit (Scaife, 

1989), ou (iii) des deux à la fois. La concentration des sucres solubles des racines augmente 

par une carence en azote et diminue subséquemment quand une ré-alimentation en azote est 

restaurée (Talouizte et al., 1984a). Similairement, une diminution de l’absorption des nitrates 

et du niveau du saccharose a été reportée durant une période prolongée d’obscurité (Rufty et 

al., 1989). Des études de MacDuff et Wild (1988), Scaife (1988) et Scaife et Schloemer 

(1994) suggèrent que la lumière pourrait contrôler l'absorption des nitrates par des 

modifications de l’utilisation de l'azote au niveau de la plante entière. Une sévère défoliation 

ou excision de la partie aérienne apparaît provoquer une rapide et importante diminution de 

l’absorption des nitrates comparée avec une exposition à l’obscurité (Minotti et Jackson, 

1970; Clement et al., 1978b; MacDuff et al., 1989). Dans la plupart des cas, ces traitements 

sont supposés affecter (i) la demande en azote associée à l’activité photosynthétique et la 

croissance et (ii) l’alimentation des racines par les glucides (MacDuff et Jackson, 1992).  

 Les variations journalières du prélèvement net de NO3
- suivent celles de l’intensité 

lumineuse (Clement et al., 1978b; Delhon et al., 1995a). L’effet stimulateur de la lumière est 

dû à la photosynthèse (Fig. 2). Lorsque cette dernière est empêchée par la diminution de la 

teneur en CO2 de l’atmosphère à 10 ppm, la vitesse d’absorption de NO3
- n’augmente pas 

après l’illumination des plantes, mais est au contraire fortement pénalisée.  

 L’élimination du CO2 de l’atmosphère ou l’incision de la tige (girdling) empêchent 

d’une façon similaire la stimulation de l’absorption de NO3
- quand les plantes sont transférées 

de l’obscurité à la lumière. L’effet de ces deux traitements peut être annulé par une re-

alimentation en CO2 ou par addition de 10 mM de glucose. Le glucose est plus effectif en 

stimulant l’absorption du nitrate à l’obscurité qu’à la lumière chez des plantes intactes 
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(Delhon et al., 1996b). Collectivement, ces observations sont interprétées par ces auteurs 

comme la preuve que les variations diurnes de l’absorption de NO3
- sont dues à une 

diminution du transport phloémien de photosynthéthats à l’obscurité. Similairement, la 

magnitude de ces changements a été trouvée très dépendante de l’accumulation de l’amidon 

dans les feuilles à la fin de la photopériode. L’ombrage des plantes diminue cette 

accumulation, et provoque une amplification des changements diurnes de l’absorption de 

NO3
-.  

 Ces résultats sont en accord avec l’hypothèse selon laquelle la plasticité du rapport 

jour/nuit de l’absorption du nitrate dans la dépendance au carbone est un important trait de la 

coordination de l’acquisition de l’azote et du carbone par la plante (Delhon et al., 1996b). Ils 

suggèrent aussi que les glucides et leur translocation jouent un rôle important dans ces 

variations diurnes de l’absorption chez le soja. Ils sont en faveur d’une puissante implication 

de la partie aérienne dans le contrôle de l’absorption des nitrates par les glucides issues de la 

photosynthèse (Talouizte et al., 1984a, 1984b). 

 En fait, cet effet clairement relié à l’interception de la lumière est basé sur des 

mécanismes encore mal connus. Dans un cycle diurne, l’absorption de NO3
- et la transpiration 

sont indépendantes (Le Bot et Kirkby, 1992; Delhon et al., 1995b; Andriolo et al., 1996), mais 

à une large échelle il a été montré qu’elles sont corrélées (Cárdenas-Navarro et al., 1998). 

Comme l’absorption de NO3
- est corrélée aussi avec l’assimilation de CO2 (Clement et al., 

1978a, 1978b), un contrôle indirecte par photosynthèse a été suggéré (Wild et al., 1987). Le 

flux de composés carbonés à partir de la partie aérienne pourrait réguler l’absorption de NO3
-, 

qui est un processus ATP-dépendent, à travers la respiration (Glass, 1989). En effet, la 

respiration racinaire diurne semble étroitement relier à la vitesse d’absorption du NO3
- 

(Hansen, 1980). Cependant, les résultats de Ourry et al. (1996) sur Lolium perenne 

contredisent l’hypothèse de la limitation de l’absorption du nitrate à l’obscurité par 

l’alimentation en glucides du fait qu’ils montrent une translocation continue de carbone vers 

les racines à l’obscurité malgré une diminution de l’absorption, mais sont compatibles avec 

une régulation par la force d’appel pour l’azote (sink-strength). Cette hypothèse du contrôle 

de l’absorption par le carbone est encore sous discussion du fait qu’elle est soupçonnée se 

produire à travers plusieurs mécanismes spécifiques (Glass, 1989; Imsande et Touraine, 

1994).  

 Les variations journalières de l'absorption des nitrates dues à une variation diurne de la 

réduction du nitrate sont en relation avec les variations de l’expression, la synthèse et de 

l'activité de la protéine NR qui est supposée suivre un rythme circadien (Deng et al., 1990, 
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1991). Il en résulterait, une accumulation transitoire de nitrate en période nocturne, qui en 

retour augmenterait la valeur de l'efflux et diminue donc l’absorption nette des nitrates. D’une 

façon similaire, Abdellaoui et al. (1999) ont trouvé que la lumière, en stimulant la réduction 

des nitrates, contribue à une augmentation substantielle de l'absorption des ions nitriques, par 

le biais d'une diminution de l'exsorption de ces ions hors de la cellule racinaire. Du fait que 

l’assimilation est en partie un processus photosynthétique dépendant du climat chez plusieurs 

plantes, l’absorption du nitrate, qui dépend de la nutrition au niveau racinaire, peut être aussi 

reliée au climat grâce à l’assimilation (Ferrario-Méry et al., 1997). Cette observation est en 

faveur d’une régulation de l’absorption par le climat via la NR. 

 Dans les feuilles de tabac, Matt et al. (2001) trouvent que la transcription de la NR 

diminue durant le jour et se rétablit le soir, et l’activité NR augmente trois fois durant la 

première partie de la période claire et diminue durant la seconde partie de cette période. Le 

nitrate diminue durant le jour et se rétablit le soir. L’ammonium, la glutamine, la glycine et la 

serine augmentent durant le jour et diminuent le soir. Le 2-oxoglutarate augmente trois fois 

après illumination et diminue durant la dernière partie de la période claire. La transcription de 

la GS est faible à la fin de la nuit et augmente durant le jour et l’activité de la GS atteint le 

maximum à la fin du jour et diminue le soir. Dans les racines, le niveau de transcription du 

transporteur de NO3
- augmente le jour et diminue la nuit (Matt et al., 2001). L’absorption du 

nitrate est environ 40% plus élevée durant le jour que la nuit.  

 Durant la première partie de la période claire, la vitesse d’assimilation des feuilles est 

environ deux fois plus élevée que la vitesse d’absorption et dépasse aussi la vitesse de 

métabolisation de l’azote réduit, qui résulte de l’assimilation, par la voie GOGAT (Matt et al., 

2001). Il en résulte dans les feuilles une diminution du nitrate et une accumulation des 

intermédiaires azotés du métabolisme de l’ammonium d’environ 40 et 15% du nitrate total 

absorbé pendant 24 h, respectivement. Plus tard dans la période claire, comme l’expression de 

la NR et l’activité NR chutent, ce déséquilibre est inversé. L’expression du transporteur de 

NO3
- et l’absorption du nitrate restent relativement élevées, et le nitrate absorbé durant la nuit 

est utilisé pour remplir le pool de nitrate foliaire. L’augmentation de l’expression de la GS 

foliaire durant la seconde partie de la période claire permet la continuation de l’assimilation 

de l’ammonium issue de la photorespiration et de la remobilisation de l’azote réduit qui avait 

été accumulé durant la période claire précédente. Ces résultats confirment ceux trouvés par 

Deng et al. (1991) (Fig. 3) quant à l’effet de la glutamine sur l’expression de la NR.  
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 Ils montrent en plus que la cause majeure et immédiate des changements diurnes du 

métabolisme de l’azote dans les feuilles est le déséquilibre entre la vitesse de réduction et la 

vitesse d’absorption du nitrate et le métabolisme de l’ammonium durant la première partie de 

la période d’éclairement. Ils soulignent aussi l’influence de la lumière (via la NR) sur le pool 

de nitrate endogène qui en variant au cours d’un cycle jour/nuit peut affecter l’absorption du 

nitrate (via l’efflux la nuit et l’influx le jour) comme a été observé par Lejay et al. (1999) chez 

des mutants en NR comparés aux plantes sauvages. Cependant, le mécanisme exacte par 

lequel la lumière via la NR, la GS, la GOGAT et la métabolisation de l’azote réduit agit sur 

l’expression du transporteur de NO3
- reste toujours mal connu. 

 Comme l’assimilation du nitrate est principalement un processus photosynthétique 

chez les plantes non ligneuses, d’autres hypothèses basées sur un contrôle de l’absorption du 

NO3
- par quelques produits de l’assimilation, ou par la teneur de la plante en nitrate elle-

même ont été formulées. Une application des acides aminés ou du malate, produits de 

l’assimilation du NO3
- (Ben-Zioni et al., 1971; Touraine et al., 1988), abaisse et stimule 

l’absorption du NO3
-, respectivement (Lee et al., 1992; Muller et Touraine, 1992; Touraine et 

al., 1992). Cependant, durant un cycle diurne, ou suivant des traitements nutritionnels, les 

données bibliographiques concernant la corrélation entre les acides aminés racinaires et 

l’absorption du NO3
- sont contradictoires (Delhon et al., 1995a, 1995b; Lainé et al., 1995), et 

la production du malate n’est pas spécifique au métabolisme de l’azote et ne semble pas 

impliquer dans les variations diurnes de l’absorption chez le soja (Delhon et al., 1996a).  

 Selon le modèle de Dijkshoorn-Ben Zioni, l’absorption de NO3
- par les racines est 

stimulée par l’assimilation de NO3
- dans la partie aérienne, à travers le transport phloémien 

descendant du malate synthétisé en réponse à la réduction de NO2
- en NH3 (Delhon et al., 

1996a). Une des hypothèses résultant de ce modèle est que les variations diurnes de 

l’absorption de NO3
- sont dues à la dépendance de la réduction de NO3

- des feuilles vis à vis 

de la lumière. Chez des feuilles détachées la réduction du NO3
- préalablement stocké ou 

apporté via le xylème (15NO3
-) est généralement diminuée à l’obscurité de 50 à 60% par 

rapport à celle mesurée à la lumière (Delhon et al., 1996a). A l’obscurité un apport de glucose 

à ces feuilles détachées stimule la réduction de NO3
-, mais pas assez pour l’augmenter plus 

que le niveau de réduction à la lumière. La réduction de NO2
- dans les feuilles détachées est 

moins affectée à l’obscurité, et peut être maintenue à un niveau élevé par un apport exogène 

de substrat. Les feuilles attachées maintiennent aussi leur réduction de nitrite à l’obscurité au 

même niveau qu’à la lumière par livraison de NO2
- aux feuilles via le xylème (Delhon et al., 

1996a). Bien que ceci est assumé restaurer le niveau de la synthèse du malate associée à la 
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réduction du nitrite à la lumière, il cause une inhibition prononcée de l’absorption du nitrate. 

De plus, un apport direct du malate à la partie aérienne ou aux racines n’arrive pas à empêcher 

la diminution de l’absorption de NO3
- à l’obscurité. Les auteurs de ce travail concluent alors 

que les mécanismes évoqués dans le modèle de Dijkshoorn-Ben Zioni ne jouent pas un rôle 

important dans les variations diurnes de l’absorption de NO3
- chez les plantes de soja. Ces 

résultats montrent que le malate est probablement peu ou pas impliqué dans la régulation de 

l’absorption du nitrate durant le passage de la lumière à l’obscurité ou n’est pas le facteur le 

plus déterminant à court terme dans la régulation de l’absorption de NO3
- chez le soja.  

 L’hypothèse impliquant les acides aminés et organiques dans les changements diurnes 

de l’absorption ne peut pas être rejetée, bien que son utilisation sous forme de modèle 

prédictif compte encore sur des paramètres qui ne sont pas actuellement disponibles. 

 Une autre hypothèse simple et plus générale pour expliquer la régulation de 

l’absorption des ions est basée sur un contrôle via un feedback négatif par la teneur interne en 

ion, comme proposé pour le potassium (Siddiqi et Glass, 1982, 1986), le chlore (Cram, 1983) 

et le nitrate (Scaife, 1989; Buysse et al., 1996; Cárdenas-Navarro et al., 1998). Ces modèles 

comptent sur les corrélations négatives observées entre la vitesse d’absorption et la 

concentration interne de la plante en ion. Cárdenas-Navarro et al. (1998) chez la tomate 

observent que sous des conditions nutritionnelles non limitatives et constantes, la vitesse 

d’absorption nette est contrôlée par un feedback négatif par la teneur interne de la plante en 

nitrate. Ils ont remarqué aussi que durant un cycle diurne, l’absorption augmente à la lumière 

et diminue à l’obscurité et que le métabolisme de l’azote se produit seulement durant la 

période d’éclairement. Par contre, quand l’obscurité est prolongée (28 h, absence de 

croissance), la vitesse d’absorption diminue mais reste positive. Ce maintien de la vitesse 

d’absorption à un niveau significativement positif malgré que l’assimilation du nitrate a cessé 

après 24 h d’obscurité suggère que sous ces conditions l’absorption du nitrate n’est pas sous le 

contrôle du métabolisme de l’azote. Ces auteurs en comparant l’absorption du nitrate de 

plants à teneurs en eau variables avec celle de plants à teneurs en eau constantes montrent que 

les variations de la teneur en eau de la plante diminuent les variations de l’absorption et de la 

concentration en nitrate de la plante durant un cycle normale de 24 h et soutiennent 

l’absorption du nitrate même quand la croissance est arrêtée en condition d’obscurité 

prolongée. A la lumière, ils trouvent que la teneur en eau diminue tandis qu’elle augmente 

continuellement en période d’obscurité normale et prolongée. Ils expliquent alors le maintien 

de l’absorption positive par l’augmentation continue de la teneur en eau des plants en période 

d’obscurité prolongée et concluent qu’en plus du rôle joué par l’assimilation du nitrate et la 
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photosynthèse en période d’éclairement les variations diurnes de la teneur en eau de la plante 

contribuent aussi dans les variations diurnes de l’absorption du nitrate. Ces résultats sont en 

accord avec ceux de Matt et al. (2001). Ils ont trouvé que l’expression du transporteur de NO3
- 

et l’absorption du nitrate restent relativement élevées durant la nuit et le nitrate absorbé 

pendant cette période est utilisé pour remplir le pool de nitrate foliaire même si l’expression 

de la NR et l’activité NR chutent à la fin du jour (voir même la nuit pour l’activité NR). 

 Par ailleurs, le fait que la teneur en eau de la plante évolue dans le même sens que la 

concentration en nitrate de la plante et dans un sens opposé à celui de l’absorption du nitrate 

suggère l’existence d’une corrélation entre les processus d’absorption-assimilation du nitrate 

et d’absorption-transpiration de l’eau.  

III. 6. Régulation par les différents organes de la plante 

III. 6. 1. La partie racinaire 

 Plusieurs études ont montré que la disponibilité en nitrate affecte le développement du 

système racinaire (Oparka et al., 1987; Améziane et al., 1994, 1995, 1997; Limami et 

Améziane, 1997; Zhang et Forde, 2000). D’un autre côté, Pitman (1988) reporte que la vitesse 

d’absorption des nitrates est étroitement corrélée à la vitesse de croissance de la plante. Cette 

absorption dépend aussi de l’architecture, du type, ainsi que de l’anatomie des racines et de la 

distribution spatiale des systèmes de transport le long du système racinaire (Koncalova, 1990; 

Lazof et al., 1992; Siebrecht et al., 1995; Colmer et Bloom, 1998). Ces résultats montrent 

l’existence d’une étroite relation entre le nitrate et la croissance racinaire. Dans ce paragraphe 

je ne parlerais que de l’effet de la croissance racinaire sur le prélèvement de NO3
-, par contre, 

l’effet du nitrate sur l’assimilation du carbone, la distribution des photoassimilats entre les 

organes aériens et les organes souterrains et la croissance des racines a été brièvement étudié 

dans le cadre de l’effet de NO3
- sur l’efflux des sucres (chapitre 6). La description des 

différents niveaux où le NO3
- exerce un effet sur les sucres a été amplement étudiée par 

plusieurs auteurs. Les travaux de l’équipe de Champigny (Champigny et al., 1984; Talouizte 

et al., 1984a; Van Quy et al., 1991; Champigny et al., 1991; Van Quy et Champigny, 1992; 

Champigny et Foyer, 1992; Champigny, 1995) illustrent très bien le mécanisme d’action du 

NO3
- sur le métabolisme des sucres dans les feuilles tandis que ceux de l’équipe de Morot-

Gaudry (Améziane et al., 1994, 1995, 1997; Limami et Améziane, 1997) démontent cette 

action du nitrate même au niveau des racines. Ces travaux ont apporté beaucoup 

d’informations dans ce domaine et peuvent servir de base pour des études visant à améliorer 

encore plus nos connaissances, à l’échelle biochimique et moléculaire, sur l’effet du nitrate 

sur le métabolisme de la plante. 
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 La compréhension des facteurs déterminants du lessivage du nitrate peut améliorer 

l’efficacité d’absorption du nitrate et réduire la contamination des eaux souterrains (Bowman 

et al., 1998). Des expériences avec lysimétre montrent un effet de l’architecture des racines 

sur le lessivage du NO3
- à partir de deux génotypes d’Agrostis palustris différents dans les 

caractéristiques de l’enracinement. Les concentrations en NO3
- et l’azote total lessivés à partir 

du génotype à racines peu profondes (38% de l’azote appliqué) sont approximativement deux 

fois ceux à partir du génotype à racines profondes (18%). Le génotype à racines peu 

profondes montre une vitesse d’absorption, exprimée à base de la masse des racines, 

significativement plus élevée que celle du génotype à racines profondes pour les deux formes 

d’azote (NH4
+ et NO3

-). Collectivement ces données indiquent que les plants à racines 

profondes absorbent N plus efficacement que les plants à racines peu profondes, réduisant la 

concentration et la quantité total de NO3
- lessivé. L’effet n’est apparemment pas dû à des 

différences en absorption d’azote, mais plutôt au modèle d’enracinement. Ces auteurs 

concluent alors que les conditions environnementales et les pratiques culturales qui affectent 

l’enracinement en profondeur et la densité peuvent donc affecter la nutrition azotée et le 

lessivage du NO3
-. 

 A 1 mm de l’apex l’absorption de l’ammonium est plus rapide que celle du nitrate 

chez le maïs et le riz (Colmer et Bloom, 1998). Chez le riz l’absorption nette de l’ammonium 

diminue au delà de 1 mm de l’apex, par contre, l’absorption nette du nitrate augmente au 

maximum à 21 mm de l’apex et diminue aussi plus loin. L’examen comparatif des résultats 

obtenues par ces auteurs quand la solution contient NO3
- et NH4

+ ou contient un seul à la fois 

montre que chez le riz cette inhibition par ammonium se fait essentiellement entre 1 et 21 mm 

à partir de l’apex et diminue progressivement au fur et à mesure que l’on s’éloigne de cette 

zone.  

 Par contre, chez le maïs l’absorption nette de l’ammonium et du nitrate dans les 

régions éloignées de l’apex est semblable à celle à côté de l’apex. Ces auteurs expliquent ces 

différences par l’existence d’une couche de cellules fibreuse sclérenchymateuse localisée dans 

la face externe du cortex qui limite l’absorption de l’azote (NO3
- et NH4

+) dans les régions 

âgées des racines du riz (Colmer et Bloom, 1998). Ce résultat et d’autres montrent que dans 

les racines la distribution et la densité des systèmes de transport de l’azote le long du système 

racinaire varient en fonction de l’espèce, de la nature de la source azotée (Lazof et al., 1992; 

Siebrecht et al., 1995), de l’âge (Clarkson et al., 1968), de l’activité métabolique de la zone 

racinaire (Silk et Erickson, 1980) et de l’anatomie des racines (Koncalova, 1990; Lazof et al., 

1992; Colmer et Bloom, 1998) comme a été reporté pour l’eau par Rieger et Litvin (1999). 
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 Selon ces auteurs la conductivité hydraulique du système racinaire et le gradient du 

potentiel hydrique minimum requit pour induire un flux dépendent de l’épaisseur du cortex 

racinaire, du diamètre racinaire et de la présence/absence de l’exoderme suberisé qui peuvent, 

en partie, causer une variabilité inter-spècifique dans les propriétés hydrauliques des racines 

(Rieger et Litvin, 1999). 

 Par ailleurs, ces différences dans la distribution spatiale des flux nets de NH4
+ et NO3

-, 

qui peuvent influencer les interactions entre ces deux ions au niveau de leurs sites 

d’absorption, peuvent aussi contribuer à bien comprendre l’inhibition de l’absorption nette du 

nitrate par l’ammonium qui est encore obscure (Aslam et al., 1994; Kronzucker et al., 1999a 

et 1999b). De part ces informations apportées par l’étude de Colmer et Bloom (1998), le fait 

que l’ammonium diminue l’absorption nette des nitrates alors que celle de l’ammonium n’est 

pas affectée par le nitrate amène ces auteurs à suggérer, comme l’ont déjà fait Ullrich et al. 

(1984), que l’inhibition de l’absorption du nitrate peut résulter d’une forte vitesse de l’influx 

de NH4
+ qui diminue la force proton motrice pour le transport des anions. Selon ces auteurs ce 

mécanisme peut expliquer l’inhibition à court terme seulement.  

 Le système racinaire comprend plusieurs ordres de racines secondaires différenciées, 

présentant toutes une croissance localisée dans la partie sub-apicale, et des profils basipètes de 

différenciation. Cette structure du système racinaire recouvre d’importantes hétérogénéités de 

capacité d’absorption. Par exemple, chez le maïs, un pic d’absorption s’observe dans la zone 

d’extension cellulaire, à quelques dizaines de millimètres de l’apex. L’apex qui semble être 

dépourvu de système d’absorption de nitrate à forte affinité (Lazof et al., 1992), importe 

l’azote absorbé dans les régions distales. Les racines latérales présentent une surface 

d’échange plus importante que celle des racines séminales (du fait de leur finesse et de leur 

abondance), qui en fait les sites majeurs d’absorption de NO3
-. 

 Une autre indication de l’importance des racines latérales pour l’absorption de NO3
- 

est donnée par l’effet de cet ion sur le développement du système racinaire. Les ions NO3
- 

étant très mobiles, il n’apparaît pas de zone d’épuisement aux abords du système racinaire 

dans les sols convenablement fertilisés (Robinson, 1986). Mais lorsque la distribution de NO3
- 

est hétérogène dans le milieu, et la plante est carencée en N, les méristèmes initiateurs de 

racines latérales sont induits spécifiquement dans les régions où l’ion abonde (Grignon et al., 

1997). 

III. 6. 2. La partie aérienne 

 Au terme de la phase initiale de l’induction, la capacité de transport du nitrate atteint 

un niveau d’autant plus élevé que le pré-traitement sans azote était plus long. Plus tard, si la 
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plante est maintenue en présence d’une source d’azote, on peut observer une diminution de 

cette capacité. Ces variations montrent que l’absorption racinaire est ajustée aux besoins de la 

plante en N et à la demande de la croissance par des signaux de carence et de satiété d’azote 

(Imsande et Touraine, 1994; Casadesus et al., 1995). 

 Selon l’hypothèse de la spécificité de la régulation de l'absorption ionique, le message 

informant les racines des besoins de la plante en un élément est la concentration de cet 

élément dans la sève élaborée (Touraine et al., 1994) comme pour les ions K+ et PO4
- (Drew 

et Saker, 1984). Dans le cas du SO4
2-, des expériences de privation en SO4

2- utilisant le 

système "split root" montrent pour la première fois une régulation des gènes racinaires 

impliqués dans l’acquisition et l’assimilation des éléments nutritifs et en particulier le SO4
2- 

par un signal qui est transporté des feuilles vers la racine (Lappartient et al., 1999). Le 

glutathione transporté dans le phloème est identifié comme la molécule de transduction inter-

organes responsable de la régulation de la transcription des gènes de l’ATP sulfurylase et du 

transporteur de SO4
2- ainsi que de la régulation de la vitesse d’absorption de SO4

2- et de 

l’activité ATP sulfurylase des racines.  

 Dans le cas de NO3
-, toutefois, même si sa concentration dans le cytoplasme est un 

effecteur de son absorption, cet ion ne peut pas être le signal informant les racines des besoins 

en N des parties aériennes du fait qu’il est peu (représente 1% de l’azote total transporté chez 

Ricinus communis, Jeschke et Pate, 1991; Peuke et al., 1996) ou pas transporté dans le 

phloème (Allen et Raven, 1987). D'autres signaux régulateurs informant les racines des 

besoins en N doivent exister (Casadesus et al., 1995; chapitres 7 et 8). Selon plusieurs 

chercheurs, ces signaux pourraient être les produits de l'assimilation de NO3
- réalisée dans la 

partie aérienne (Touraine et al., 1994; Imsande et Touraine, 1994; Casadesus et al., 1995) ou 

d’autres facteurs tel que les phytohormones (Abdellaoui et al., 2001; Abdellaoui, 2001). 

 Selon Lin et Kauer (1985) plusieurs peptide alcools (Aryl-carbamoyl dipeptide 

alcohols) augmentent l’absorption de NO3
-, l’activité ATPasique du plasmalemme et l’activité 

de la glutamate synthase sans affecter l’activité NR. L’effet de ces composés, variable avec 

l’espèce, est plus prononcé quand la concentration du NO3
- du milieu est faible. L’absorption 

de NO3
- est stimulée chez le maïs, l’orge et le blé par ces substances tandis que les racines du 

riz, du sorgho et du coton sont insensibles. L’application de ces substances à faible dose (50 

ppm) sur les feuilles stimule la croissance de plantes déficientes en NO3
- et le flux de nitrate à 

travers les racines. Ces auteurs suggèrent donc que ces composés sont transportés des sites de 

leurs applications (feuilles et tiges) vers leurs sites d’actions (racines) et peuvent être 

considérés eux-mêmes comme des effecteurs ou précurseurs des molécules servant au 



 44

contrôle de l’absorption de NO3
- par la partie aérienne s’ils se trouvent synthétisés dans cet 

organe.  

 Des mécanismes de régulation de l'absorption de NO3
- les plus puissants faisant appel 

à un transfert de molécules signalétiques des feuilles vers les racines (Touraine et Gojon, 

1997) ont été démontrés par une série d'expériences reposant sur l'emploi de dispositifs "split 

root". Une privation de NO3
- d'une partie du système racinaire provoque une augmentation de 

l'absorption de NO3
- de la partie maintenue sur NO3

- chez le maïs (Edouards et Barber, 1976) 

et le blé (Simpson et al., 1982). Une privation en N diminue l’efflux de NO3
- et des sucres, 

tandis qu’en absence de privation l’efflux de NO3
- augmente légèrement et l’efflux des sucres 

augmente considérablement (chapitre 6). A faible éclairement et en absence de carence, 

l’efflux de NO3
- croît considérablement tandis que l’efflux des sucres augmente légèrement 

(BenDriss Amraoui et Talouizte, 2001, chapitre 6). Ces réponses montrent que des signaux 

spécifiques informant les racines des besoins nutritionnels de la plante sont émis par la partie 

aérienne vers les racines (Touraine et al., 1994; Touraine et Gojon, 1997; BenDriss Amraoui 

et Talouizte, 2001). Nos résultats montrent également, pour la première fois, qu’un transfert 

de molécules signalétiques de la partie aérienne vers les racines (glucides, acides organiques 

ou autres) affecte les pertes des nitrates et des sucres via les processus d’assimilation du NO3
-, 

de la respiration et du catabolisme des glucides dans les racines (BenDriss Amraoui et 

Talouizte, 2001). 

 Les acides organiques, les acides aminés, les sucres, les composés phosphatés et le 

potassium sont les composés principaux de la sève phloémique (Richardson et al., 1982; 

Touraine et al., 1994). Les trois premiers produits sont des candidats potentiels pour le rôle de 

signal de régulation de l'absorption de NO3
- par les feuilles du fait qu’ils sont principalement 

formés dans la partie aérienne et affectent l’absorption de NO3
-. 

 Une circulation intense d'acides aminés entre racines et partie aérienne a été trouvée 

par plusieurs chercheurs (Simpson et al., 1982a, 1983; Keltjens et al., 1986; Vessey et 

Layzell, 1987; Touraine et al., 1988, 1994) durant différents stade de développement 

(Lambers et al., 1982; Cooper et Clarkson, 1989; Larson et al., 1991). A peu près 2/3 de 

l'azote réduit transporté vers les feuilles est reconduit vers les racines (Larson, 1992). Cooper 

et Clarkson (1989) suggèrent qu'un pool d'acides aminés libres correspondant aux acides 

aminés impliqués dans le transport xylémique et phloémique, module l'absorption de NO3
- 

selon les besoins en N de la plante (Larsson et al., 1991). Par exemple, si l'absorption de NO3
- 

dépasse les besoins en N, la sève élaborée devient riche en acides aminés et inhibe 

l'absorption (Touraine et al., 1994). 
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 Le modèle de Ben-Zoni et al. (1971) repris par Touraine et al. (1992) propose un 

contrôle de l'absorption racinaire du nitrate par la réduction de celui-ci dans la partie aérienne. 

Dans les feuilles, la synthèse des acides aminés à partir de NO3
- est souvent associée à une 

production d'ions hydroxyles (OH-) (Raven et Smith, 1976; Touraine et Gojon, 1997). Ces 

ions basiques, ne pouvant pas être stockés dans l'espace extra-cellulaire ni même véhiculés 

par le phloème (Raven, 1977, 1985; Allen et Raven, 1987; Touraine et al., 1988), doivent être 

excrétés ou neutralisés pour que le pH cytoplasmique soit maintenu à une valeur constante 

(Raven et Smith, 1976) par l'action du pH-stat biophysique et biochimique (Raven, 1985; 

Davies, 1986). Pour neutraliser ces OH- les cellules synthétisent grâce au pH-stat biochimique 

du malate à partir du phosphoenolpyruvate par la PEP carboxylase et la malate 

déshydrogenase (Davies, 1973; Raven et Smith, 1976; Raven, 1985; Davies, 1986). Celui-ci 

transporté, en compagnie d'un ion K+, vers les racines pourrait moduler l’absorption de NO3
- 

en stimulant l’influx par un antiport NO3
-/HCO3

- (Touraine et al., 1988) et réduisant l’efflux 

(Abdellaoui, 2001). 

 L’alimentation d'une partie des racines par du NO3
- permet une stimulation de la 

réduction dans la partie aérienne et une augmentation de l'absorption de NO3
-, tandis qu’une 

alimentation par le tungstate cause une inhibition de la réduction dans les feuilles et une 

diminution de l'absorption de NO3
- (Gojon et al., 1991). Un apport de malate aux racines 

stimule l'absorption de NO3
- et la restaure lorsqu'elle est empêchée par arrêt du transport de la 

sève élaborée (Touraine et al., 1988, 1992, 1994). L'augmentation du transfert du malate des 

feuilles vers les racines, par une alimentation d'une partie des racines avec le malate, stimule 

l'absorption de NO3
- par la partie des racines non traitée. Ces observations sont en faveur de 

l’hypothèse selon laquelle les acides organiques peuvent être des signaux foliaires par 

lesquels les feuilles régulent l’absorption de nitrate via le métabolisme de l’azote foliaire. 

 Par ailleurs, les acides aminés pourraient être responsables du contrôle de l’absorption 

racinaire de NO3
- par le statut nutritionnel azoté de la partie aérienne. L’absorption racinaire 

de NO3
- étant généralement bien inférieure à la capacité d’absorption des racines, elle est 

probablement réprimée chez des plantes bien alimentées en N, sa stimulation par la carence 

correspondant en réalité à la levée de cette inhibition. Ceci suggère que la vitesse d’absorption 

de NO3
- est normalement sous un contrôle négatif et donc est probablement plus déprimée par 

un signal de satiété que stimulée par un signal positif de demande en N. Partant de cette idée 

les chercheurs s’accordent sur le fait qu’il faut rechercher un signal de satiété chez les plantes 

bien alimentées en N plutôt qu’un signal de demande chez les plantes carencées. Le fait que la 

concentration des acides aminés libres circulant dans la plante est dépendante de l’écart entre 
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l’alimentation et les besoins en N des feuilles, est en faveur de cette hypothèse, et suggère que 

les acides aminés soient ce signal de satiété. Par contre, la stimulation de l’absorption de NO3
- 

par les acides organiques, en assurant la coordination de l’absorption racinaire et de la 

réduction foliaire de cet ion, permettrait d’absorber des ions NO3
- pour compenser ceux qui 

sont consommés par le métabolisme assimilateur de l’azote. En fait selon Touraine et al. 

(1994), les acides aminés semblent impliquer dans l’homéostasie de l’azote organique et les 

acides organiques dans l’homéostasie de NO3
-. 

 On ne dispose pas de données directes sur la réponse des systèmes d’absorption 

lorsque les effets opposés de ces deux types de composés sont appliqués simultanément par la 

partie aérienne sur les racines. On ne peut non plus discuter la prépondérance d’un système de 

régulation sur l’autre. Par contre, on connaît que le transport dans la sève élaborée de ces deux 

types de signaux varie d’une façon opposée et que leur actions vont dans le même sens 

(Touraine et Gojon, 1997). Un exemple de coordination de l’absorption racinaire de NO3
- par 

les acides aminés et organiques est illustré par le modèle du Soja proposé par Imsande et 

Touraine (1994) et Touraine et Gojon (1997). 

 Ces auteurs pour expliquer la diminution d’absorption de NO3
- au cours du 

remplissage reportent que quand la plante est en croissance végétative active, l’assimilation 

foliaire de NO3
- est élevée entraînant une forte production d’acides organiques et d’acides 

aminés (Fig. 4). Les acides organiques sont exportés en majorité vers les racines, alors qu’une 

grande partie des acides aminés est utilisée localement pour la synthèse protéique (vegetative 

storage proteins, Staswick et al., 1991). Tandis que pendant la phase de remplissage des 

graines, ces protéines sont remobilisées, leur abondance passant de 15% à 1% des protéines 

foliaires.  

 Alors que la synthèse de ces protéines foliaires maintenait le transport phloémique à 

un niveau relativement bas, leur remobilisation libérerait des acides aminés qui sont injectés 

dans le pool circulant de la plante. Simultanément à cette augmentation de la vitesse 

d’exportation d’acides aminés, la réduction foliaire de NO3
- déclinant pendant le remplissage 

des graines, la production nette d’acides organiques dans les feuilles diminue et la 

disponibilité de HCO3
- dans les racines baisse (Touraine et Gojon, 1997) et provoque ainsi 

une chute de l’absorption. 
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III. 7. Régulation par la croissance  

 L’absorption nette des nitrates est beaucoup plus dépendante de la demande en azote 

générée par la croissance de la plante que par l’environnement des racines (Touraine et Gojon, 

1997). L'existence de mécanismes de régulation qui adaptent l'absorption racinaire de NO3
- à 

la demande globale de la plante est démontrée par deux types de phénomènes: (i) l'absorption 

racinaire est corrélée à l’accumulation de protéines végétatives de réserve foliaires et à la 

croissance des parties aériennes et (ii) la carence en azote augmente la surface et la capacité 

d'absorption de NO3
- par les racines (Talouizte et al., 1984a, 1984b; Jarvis et MacDuff, 1989; 

Lainé et al., 1995; Touraine et al., 1994; Touraine et Gojon, 1997). 

 L’existence d’un tel contrôle est également attestée par l’observation suivante: à une 

disponibilité en nitrate constante, la vitesse d’absorption de NO3
- est étroitement corrélée à la 

vitesse de croissance de la plante (Pitman, 1988). Des variations de la vitesse de croissance 

par des facteurs non spécifiques au métabolisme de l’azote provoquent des variations 

similaires de la vitesse d’absorption et l’accumulation de nitrate dans la plante suit à peu de 

chose près la même dynamique que celle de la biomasse ou de la fixation nette de carbone 

(Gastal et Saugier, 1989). L’ensemble de ces résultats aboutit à la conclusion évoquée plus 

haut (entre la croissance et l’absorption) et suggèrent un ajustement très fin des systèmes 

d’absorption, pour permettre à l’absorption de suivre de très près les besoins en N de la plante 

pour la croissance, par des signaux de répression/dérépression qui doivent être le reflet du 

statut nutritionnel azoté de la plante. 

 Plusieurs autres études montrent également que l'absorption des nitrates est 

généralement déterminée par la vitesse de croissance (Raper et al., 1978; Lemaire et Salette, 

1984, Rodgers et Barneix, 1988; Swiader et al., 1991). Chez les plantes supérieures la vitesse 

d’absorption nette de nitrate (VANN) est intimement liée à la vitesse de croissance relative 

(VCR, Rodgers et Barneix, 1989). A des conditions non limitatives en N, la VANN est sous le 

contrôle de mécanismes régulateurs internes (Imsande et Touraine, 1994) comme ceux 

impliquant la VCR et la concentration en N de la plante (Clement et al., 1978b; Clarkson, 

1985; Rodgers et Barneix, 1989; Ter Steege et al., 1998) qui ajustent l’absorption de l’azote 

aux besoins de la croissance de la plante. 

 L'une des démonstrations les plus claires sur la relation stricte entre l'absorption nette 

des nitrates et la vitesse de croissance a été obtenue par des expériences sur Lolium cultivée 

sur NO3
- (Clement et al., 1978b). Des études sur l’effet de l’intensité de lumière sur la vitesse 

de croissance ont montré une étroite corrélation positive entre l’absorption de NO3
- et la 

vitesse de croissance (Clement et al., 1978b; Swiader et al. 1991; Devienne et al., 2000). Une 
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augmentation de la concentration de NO3
- externe ne stimule l’absorption que si elle provoque 

une augmentation de la vitesse de croissance (Lemaire et Salette, 1984; Rodgers et Barneix, 

1988, 1989; Swiader et al. 1991). Ces observations montrent que l'absorption de NO3
- est 

contrôlée par un mécanisme endogène qui assure l'homéostasie de la teneur en azote de la 

plante, pour subvenir aux besoins de la croissance, plutôt que par l'environnement racinaire 

(Touraine et al., 1994, Imsande et Touraine, 1994; Touraine et Gojon, 1997). Cependant, elles 

donnent peu d’indications sur les relations de la VCR avec les deux composantes de 

l’absorption de NO3
- (l’influx et l’efflux). 

 Chez l’épinard, des changements à la fois de l’influx et de l’efflux en relation avec la 

VCR ont été trouvés: une VCR élevée est accompagnée par un influx du nitrate élevé et un 

faible efflux de nitrate. Bien que de larges variations de l’influx du nitrate sont la cause 

majeure des différences de la VANN dues à la VCR, les variations de l’efflux contribuent 

aussi substantiellement à ces variations de la VANN (Ter Steege, 1996). Similairement, chez 

Brassica napus les deux flux répondent aux différences de la VCR (MacDuff et al., 1994). 

 Ter Steege et al. (1999) reportent que le signal(s) dû à la VCR détermine d’une 

manière prédominante les flux de nitrates. A une VCR élevée (0.25g.g-1.jour-1), l’influx du 

nitrate est de 20 à 40% plus faible et l’efflux de nitrate est de 50 à 70% plus faible qu’à une 

faible VCR (0.17g.g-1.jour-1). Le rapport efflux/influx diminue de 0.5 à faible VCR à 0.2 à 

VCR élevée. Ces observations montrent donc que l’efficacité de la VANN augmente 

substantiellement avec l’augmentation de la VCR. Cette diminution des flux de nitrates quand 

la VCR est élevée n’induit pas à une VANN inadéquate, étant donné que chez les deux types 

de plantes (fast-growing et slow-growing), la VANN mesurée par ces auteurs est suffisante 

pour supporter les VCR observées, indiquant que ces variations de flux ne sont pas dues à un 

stress mécanique ou à des perturbations (Ter Steege et al., 1998).  

 Ils ont également trouvé que les fast-growing plantes allouent plus de masse de 

matière sèche aux racines accompagnée par une concentration élevée en N dans ces organes. 

Ils expliquent ceci par une élévation de la translocation de N réduit des feuilles vers les 

racines ou une augmentation de la vitesse de réduction et assimilation du nitrate. De la même 

manière, chez ces plantes à VCR élevée l’augmentation du flux de nitrate vers la voie de 

réduction est probablement responsable aussi de la diminution de l’efflux à partir de ces 

plantes (Ter Steege et al., 1999). Cette contribution de la réduction, en réponse aux besoins de 

la racine en N pour la croissance, est confirmée par d’autres expériences avec l’épinard. Chez 

cette plante Ter Steege (1996) trouve une VCR élevée (demande en N élevée) accompagnée 

par un influx de nitrate élevé résultant d’une faible concentration en azote réduit (faible 
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réduction) au niveau du site régulateur de l’absorption dans les racines.  

 Ces auteurs et d’autres (Clarkson, 1998; Scheurwater, 1999) reportent que 

l’augmentation de la VCR diminue le coût energétique respiratoire de l’absorption de NO3
- 

comme a été suggéré précédemment par Poorter et al. (1991) et Van der Werf et al. (1992). 

Cette faible consommation d’énergie par l’absorption de NO3
- chez les fast-gowing plantes est 

attribuée par ces auteurs à l’importante diminution de l’efflux de nitrate par la VCR élevée de 

ces plantes. 

 Le fait que l’absorption des nitrates soit généralement régulée par la VCR suggère 

qu’elle peut être modulée, au moins en partie, directement ou indirectement par les substances 

régulatrices de la croissance et il est même probable que les signaux de demande 

nutritionnelle soient des hormones (Abdellaoui, 2001; Abdellaoui et al., 2001). Cette 

hypothèse a été discutée par Touraine et al. (1994) et Touraine et Gojon (1997) à la base des 

réponses hormonales aux conditions de stress nutritionnels trouvées par plusieurs chercheurs 

(Radin et Matthews, 1989; Chapin, 1990; Davies et Zhang, 1991; Clarkson et Touraine, 

1994). On sait que la carence en NO3
- provoque une augmentation de la synthèse d'acide 

abscissique (ABA) ou de son transport xylémique des racines vers la partie aérienne et une 

diminution de la synthèse des cytokinines (Clarkson et Touraine, 1994). En revanche, le fait 

que les réponses à la carence en NO3
-, en H2PO4

- ou en SO4
2- (Radin et Matthews, 1989) 

impliquant l'ABA sont identiques, suggère qu'il ne s'agit pas là d'une régulation spécifique de 

l'absorption de NO3
-. Toutefois, les hormones en affectant la croissance et/ou le 

développement de la plante, peuvent modifier l'absorption de NO3
- (Touraine et Gojon, 1997). 

Elles seraient donc impliquées dans une réponse générale au stress (Chapin, 1990; Davies et 

Zhang, 1991).  

 Cette hypothèse est renforcée par la similitude entre ces réponses aux stress 

nutritionnels et les réponses au stress hydrique (Clarkson et Touraine, 1994). Les hormones ne 

semblent pas directement impliquer dans l'ajustement spécifique de l'absorption de NO3
- aux 

besoins de la plante, comme le montre l'absence de stimulation de l'absorption de NO3
- par la 

fourniture exogène d'ABA (Chapin et al., 1988). Les hormones étant impliquées dans les 

modifications de la vitesse de croissance, interviendraient donc indirectement. Par exemple, 

les adaptations morphologiques observées après une carence en nitrate (augmentation du 

rapport racines/feuilles) seraient dues à une coordination du développement des parties 

aériennes et des racines par l’ABA qui en allouant davantage de carbone aux racines 

augmente la surface et la capacité d’absorption.  

 Selon Lainé et al. (1995), les signaux cellulaires provenant de la partie aérienne et 
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informant les racines des besoins nutritionnels ne sont pas des hormones. Ceci rend peu 

vraisemblable l’hypothèse d’un contrôle hormonal des systèmes d’absorption. En revanche, 

les résultats de Abdellaoui et al. (2001) et Abdellaoui (2001) contredisent ses hypothèses et 

montrent que l’auxine, hormone impliquée dans la régulation de l’élongation cellulaire et dans 

le métabolisme pariétal, est susceptible d’être le signal foliaire par lequel l’absorption 

racinaire peut être régulée via son effet sur l’efflux du nitrate. 

 Cependant, des expériences complémentaires sur l’effet stimulateur observé par ces 

auteurs restent à réaliser tant qu’une relation entre le système de l’efflux et les voies de 

synthèse des auxines dans les racines ou entre l’efflux et le transport des auxines du bourgeon 

vers les racines n’a pas encore été établie. En effet, du fait qu’on sait qu’une application 

exogène des auxines induit après seulement quelques minutes (10 min) une acidification du 

cytosol (efflux de proton et activation de la pompe ATPasique) et une élongation cellulaire 

spectaculaire (acid growth theory for the underlying mechanism of auxin action, cité par 

Keller et Van Volkenburgh, 1998), il serait important de vérifier si l’effet des auxines sur 

l’efflux du nitrate, observé par ces auteurs, est un effet direct ou une conséquence ou bien une 

adaptation rapide des cellules racinaires à la stimulation de la H+-ATPase par les auxines.  

 Il serait également important de connaître si c’est un effet sur le système de l’efflux ou 

sur le système de l’influx (HATS et LATS) si on suppose que l’augmentation de l’efflux peut 

être due à une réduction de l’activité du HATS par l’auxine qui en empêchant ce dernier de 

ré-absorber le nitrate efflué stimule l’efflux de NO3
-, comme il a été trouvé pour l’effet de la 

salinité sur l’efflux et l’influx du glucose (Sacchi et al., 2000).  

 Par ailleurs, dans une étude sur l’influence des substances humiques sur l’absorption 

du nitrate, Pinton et al. (1999) et Cocco et al. (2000) trouvent que ces composés stimulent 

l’induction du système de transport de NO3
-, la synthèse de la protéine du transport (et 

probablement l’expression du transporteur), l’absorption de NO3
-, et l’activité de la pompe à 

proton (ATPase) et que l’effet des substances humiques sur l’ATPase est indépendant de la 

présence du nitrate et est additif à celui exercé par le nitrate lui-même sur la pompe (Pinton et 

al., 1999). Cependant, une relation entre le pH externe et l’expression du gène CHL1 du 

transporteur de nitrate chez Arabidopsis a été montrée par Tsay et al. (1993). Une élévation du 

pH externe produit un niveau élevé et constant de l’ARNm du CHL1. Deux heures après 

acidification du milieu, ces auteurs obtiennent une stimulation de l’expression du CHL1 

même en absence du nitrate dans le milieu. Basé sur cette dernière observation Pinton et al. 

(1999) suggèrent une relation entre l’absorption de NO3
- et l’activité ATPase des racines et 

concluent que les substances humiques en interaction avec l’activité de la pompe ATPase 
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modulent l’absorption du nitrate plus que le nitrate lui-même. Toutefois, la nature des 

transporteurs nouvellement synthétisés sous l’effet des substances humiques et le mécanisme 

moléculaire impliqué dans la liaison entre la H+-ATPase et l’absorption du nitrate restent 

toujours très mal connus. D’autre part, un effet physiologique de ses substances humiques 

semblable à celui de l’activité des hormones a été montré par Cacco et Dell’Agnola (1984). 

 L’ensemble de ces données montrent que l’activation de la pompe à proton, par une 

substance dont l’activité est semblable à celle des hormones, semble plutôt favoriser 

l’absorption et l’influx que l’efflux des éléments nutritifs et en particulier des nitrates (Pinton 

et al., 1999; Cocco et al., 2000). De ce fait, l’hypothèse selon laquelle l’augmentation de 

l’efflux du nitrate par les auxines serait une conséquence de l’activation de la pompe par les 

auxines (Abdellaoui, 2001) devient peu vraisemblable à moins que l’efflux soit un processus 

actif nécessitant l’ATP et l’activation de l’ATPase chez le blé comme a été trouvé par Aslam 

et al. (1996a) chez l’orge. 

 Une activation de la pompe peut engendrer un efflux de K+ et des sucres par un 

antiport (K+/H+ et sucres/H+) en cas d’un choc hypo-osmotique (Walker et al., 2000) pour la 

régulation de la turgescence (effect of tugor in a coupled chemiosmotic system). Toutefois, 

ces auteurs remarquent que l’influx des protons H+ à travers la membrane plasmique est 

beaucoup plus faible que l’efflux de K+ et des sucres et suggèrent alors que des anions soient 

exsudés aussi pour accompagner le K+. Ceci montre que l’efflux des anions dépend plus de 

l’efflux des cations endogènes que de l’influx des protons H+, suggérant que l’accroissement 

de l’efflux par les auxines, qui active aussi l’ATPase, peut se produire par un mécanisme 

utilisant l’influx des protons H+ et l’efflux des cations.  

 Toutefois, cet effet des auxines sur l’efflux peut être dû aussi à l’effet connu de cette 

hormone (acid growth theory) sur les parois cellulaires. Cette dernière hypothèse peut être 

vérifier par le dosage d’autres composés (potassium, acides aminés, acides organiques, sucres 

et protéines) dans les exsudats racinaires en présence et absence d’auxine dans le milieu, ainsi 

que par l’effet des auxines sur l’absorption et l’influx du NO3
-.  

IV. Assimilation des nitrates 

 Le nitrate prélevé du sol est transféré dans la stèle, assimilé dans les racines, accumulé 

dans la vacuole ou exsudé dans le milieu (Fig. 5). La concentration cytosolique en NO3
- est la 

résultante de plusieurs flux: l’influx à partir du milieu, l’efflux dans le milieu, le flux 

cytoplasme-vacuole, le flux vacuole-cytoplasme, le flux d’assimilation et le flux vers les 

feuilles (Faure et al., 1997). Le NO3
- nouvellement absorbé est rapidement réduit et/ou 

transporté vers les feuilles. Les nitrates pré-existants dans les racines sont transportés vers les 
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feuilles ou libérés dans le milieu mais ne sont pas assimilés, ceci révèle une complexité de 

compartimentation de NO3
- cellulaire et tissulaire (MacKown et al., 1983). 

 La voie d’assimilation du nitrate comprend la réduction du nitrate en nitrite dans le 

cytoplasme par la NR (Kleinhofs et Warner, 1990): 

  NO3
- + NAD(P)H + H+ + 2e- → NO2

- + NAD(P)+ + H2O 

puis la réduction du nitrite en ammonium dans les plastes ou chloroplastes par la NiR: 

 NO2
- + 6 ferrédoxinered + 8 H3O+ + 6e- → NH4

+ + 6 ferrédoxineox + 10 H2O

 L’assimilation du nitrate au sens strict implique seulement ces deux réactions 

catalysées par la NR et la NiR situées dans les racines et les feuilles. Elle est principalement 

foliaire chez les plantes herbacées. Cependant, cette distribution apparaît dépendre de 

plusieurs facteurs: l’espèce, les conditions climatiques et la nutrition nitrique (Andrews, 1986; 

Andrews et al., 1984, 1992; Sechley et al., 1992). En revanche, elle est souvent plus 

importante dans les racines que dans les feuilles chez les ligneux (BenDriss Amraoui, 1988). 

L’assimilation totale du nitrate en composés azotés est tributaire de la respiration et la 

photosynthèse du fait qu’elle nécessite de l’énergie, du pouvoir réducteur et des squelettes 

carbonés. D’après Bloom et al. (1992), 80 à 90% du coût total de l’absorption et l’assimilation 

est consommé par l’assimilation de NO3
- dans les racines. Par exemple, les variations 

d’intensité respiratoire, en réponse à l’addition de NO3
- chez le type sauvage et chez des 

mutants d’orge sans NR, permettent d’estimer que 23% de la respiration de la racine servent à 

assimiler NO3
-, dont seulement 5% pour l’étape d’absorption.  

 C’est une voie métabolique associée à différents types de cellules (épiderme, cortex et 

stèle) et nécessitant plusieurs compartiments: le plasmalemme, le cytoplasme, les plastes ou 

chloroplastes et les peroxysomes (Rufty et al., 1986; Sechley et al., 1992). La NR est localisée 

dans le cytosol de la majorité des systèmes végétaux étudiés, mais une forme membranaire 

existerait chez certaines espèces (Sechley et al., 1992). En effet, Stöhr (1999) trouve une 

relation entre l’alimentation en nitrate, la vitesse de croissance, la NR (membranaire et 

cytosolique), et la teneur en nitrates endogènes chez le tabac. Cet auteur reporte aussi que ces 

deux enzymes sont régulées différemment par la concentration du nitrate exogène.  

 Plusieurs mécanismes ont été postulés pour expliquer pourquoi les cellules du cortex 

et de la stèle ont une faible capacité d’induction de NR et de réduction du nitrate par rapport 

aux cellules de l’épiderme à une concentration en NO3
- de 20 mM et ont une capacité nulle à 

0.2 mM de NO3
- même si le nitrate est transporté via le système vasculaire (Rufty et al., 

1986). 
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 Ces auteurs suggèrent alors que (i) le système biochimique impliqué dans l’induction 

de la NR du cortex et de la stèle est relativement insensible à la présence du nitrate, (ii) le 

récepteur du signal pour l’induction de la NR et la protéine NR sont associés au plasmalemme 

et peu de nitrate est absorbé par les cellules du cortex et de la stèle, et/ou (iii) le nitrate est 

compartimenté durant le transport à travers le symplasme, qui limite son exposition pour 

induire la NR et la réduction du nitrate. 

IV. 1. La nitrate réductase 

 La nitrate réductase de plantes est une enzyme soluble qui catalyse la réduction du 

nitrate en nitrite par le transfert de deux électrons du NADH ou du NADPH au NO3
-. La 

forme de la NR utilisant spécifiquement le NADH (NADH: NR, EC 1.6.6.1) est la forme la 

plus commune chez les plantes supérieures et les algues. Il existe deux autres isoformes: une 

isoforme bispécifique (NAD(P)H: NR, EC 1.6.6.2), présente chez quelques mousses 

(Sphagnum), algues (Chlamydomonas) et plantes, en association avec la NADH: NR dans les 

feuilles ou comme unique forme dans les racines (Rouzé et Caboche, 1992); une isoforme 

spécifique du NADPH (NADPH: NR, EC 1.6.6.3) qui est présente chez les champignons et 

les mousses, mais absente chez les plantes supérieures (Faure et al., 1997). 

 Les faibles quantités de l’enzyme, sa complexité ainsi que son instabilité protéolytique 

due à la grande taille de ces chaînes polypeptidiques rend très difficile les études 

biochimiques de cette enzyme chez les plantes (Campbell, 1996, 1999; Mertens et al., 2000). 

De ce fait, la plupart des études qui ont permis de faire les premiers pas dans ce domaine au 

niveau moléculaire ont été réalisées pour la plus grande part sur des levures (Shiraishi et 

Campbell, 1997; Su et al., 1997; Higgins et Cregg, 1998; Shiraishi et al., 1998). 

 La NADH: NR est une enzyme homodimérique qui peut former des tétramères à haute 

concentration chez la chlorelle et quelques plantes supérieures (Redinbaugh et Campbell, 

1985). Les monomères de la NR sont liés entre eux par un pont disulfure pouvant être réduit 

sans perte d’activité. Le monomère est composé d’un polypeptide de 100 à 110 kDa auquel 

est lié trois cofacteurs: le FAD, l’hème (de type cytochrome b557) et le cofacteur à 

molybdène (Mo-co). Chaque groupement constitue un domaine fonctionnel (Fig. 6). 

L’interaction entre les monomères se fait au niveau du domaine à Mo-co. Les trois domaines 

avec leurs groupements prosthétiques, FAD-hème-Mo-co dans l’ordre, permettent le transfert 

des deux électrons provenant du NADH au NO3
-. In vitro ces électrons peuvent être issus 

d’autres donneurs que le NADH ou être acceptés par d’autres receveurs que le NO3
- (Faure et 

al., 1997, Campbell, 1999). 
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IV. 2. La nitrite réductase 

 C’est une enzyme monomérique de 60 à 64 kDa avec un groupement prosthétique de 

type sirohème et un groupement 4Fe-4S comme centre actif (Fig. 7). Le sirohème est une 

tétrahydroporphyrine à fer ferreux du type de l’isobactériochlorine avec 8 chaînes latérales 

contenant des acides carboxyliques. Le donneur d’e- physiologique dans les tissus 

photosynthètiques est la ferrédoxine. Pour les racines, le donneur d’e- est une protéine de type 

ferrédoxine qui est réduite par une pyridine nucléotide réductase au moyen d’e- provenant du 

cycle des pentoses phosphate (Faure et al., 1997).  

V. Régulation de la NR et la NiR 

 La NR est une enzyme centrale dans le métabolisme de l’azote. Elle joue un rôle clé 

dans la régulation de l’acquisition du nitrate, dans la conversion du nitrate en ammonium et 

dans l’incorporation de l’azote inorganique dans les constituants cellulaires tels que les acides 

aminés et les acides nucléiques (Solomonson et Barber, 1990; Campbell, 1999). Le flux 

d’azote réduit est gouverné par plusieurs mécanismes régulateurs.  

V. 1. L’azote, le carbone et la lumière 

 Le nitrate induit l’expression de la NR par augmentation du taux de son ARNm 

(Vincentz et Caboche, 1991; Sivasankar et al., 1997; Fig. 8), tandis que le saccharose et la 

lumière favorise cette induction. Elle est très rapide puisqu’elle se produit seulement quelques 

minutes après l’ajout de NO3
-. L’accroissement d’ARNm produit une élévation de la synthèse 

de la protéine NR et ensuite de son activité dans le système racinaire puis dans la partie 

aérienne. Une élévation de la concentration de NO3
- externe augmente le taux d’ARNm et la 

protéine NR (Sechley et al., 1992). De même, Li et Oaks (1993) ont montré que le nitrate 

influence l’induction et le turnover de la NR du maïs. Récemment, Stöhr (1999) a montré que 

le nitrate régule aussi l’activité de la NR et ceci d’une manière différente selon que la NR est 

localisée dans le plasmalemme (PM-NR) ou dans le cytosol (cNR).  

 L’activité de la cNR racinaire est élevée à faible concentration en nitrate avec un 

maximum à 5 mM et chute à de faibles valeurs au delà de 5 mM. Au contraire, l’activité de la 

PM-NR racinaire augmente avec les concentrations élevées en nitrate avec un maximum à 25 

mM et diminue clairement seulement à 40 mM. Cet auteur a trouvé aussi que cette haute 

activité de la PM-NR est corrélée avec une faible vitesse de croissance et pourrait être une des 

réponses à un excès de nitrate. La teneur en nitrate tissulaire augmente avec la diminution de 

l’activité de la PM-NR au delà d’une concentration de nitrate de 25 mM, indiquant une 

relation inverse entre la teneur en nitrate des tissus et l’activité de la PM-NR. 
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 Dans les feuilles, les deux activités de la NR (cNR et PM-NR) sont corrélées avec la 

teneur interne en nitrate, mais avec une réponse différente à faible concentration en nitrate 

externe (Stöhr, 1999). Ces observations montrent que la réponse de la NR à la disponibilité en 

nitrate et l’activité NR impliquée dépendent de l’organe en question et suggèrent que la PM-

NR bien qu’elle soit membranaire joue un rôle très important dans la régulation de la teneur 

en nitrate et la croissance de la plante.  

 Inversement une carence diminue rapidement l’activité et la protéine NR, alors que le 

niveau d’ARNm se maintient plusieurs jours. Il existe des formes constitutives de la NR 

insensibles à un apport de nitrate. Il y a aussi des isoformes toujours présents à un niveau de 

base significatif et inductible par NO3
-.  

 Le NO3
- contrôle positivement la NiR par stimulation de son induction au niveau 

transcriptionnel (Back et al., 1991; Rouzé et Caboche, 1992). Chez les champignons 

filamenteux, la glutamine réprime les gènes NR et NiR. Cette répression domine l’effet 

inducteur du nitrate. Chez les plantes de tabac l’addition de glutamine diminue l’ARNm de 

NR seulement dans les racines mais non dans les feuilles. Cette diminution est observée 

uniquement en présence de faible concentration en nitrate, montrant que cette répression n’est 

pas dominante sur l’induction par NO3
-. Il a été montré que la glutamine comme le glutamate 

réprime l’expression de la NR et la NiR quand celles-ci proviennent de feuilles détachées de 

plantes de tabac élevées à faible éclairement (Vincentz et al., 1993). La régulation de la NR 

par le nitrate, le saccharose et la glutamine se produit au niveau transcriptionnel, tandis que la 

régulation par la lumière se produit au niveaux transcriptionnel et post-translationnel (Melzer 

et al., 1989; Cheng et al., 1992; Vincentz et al., 1993; Li et al., 1995; MacKintosh et al., 

1995). Toutefois, une modulation de la régulation post-translationnelle de la NR par le nitrate, 

le saccharose et la glutamine comme par le pH cytoplasmique a été aussi montrée dans 

d’autres études (Kaiser et Spill, 1991; Heber et al., 1994; Scheible et al., 1997).  

 Dans une étude de la régulation de l’expression de la NR et NiR chez des cellules 

d’épinards en culture, Ogawa et al. (1999) obtiennent une répression de l’activité NR, par 

contre, celle de la NiR n’a pas été affectée par l’addition de la glutamine au milieu nutritif 

contenant le nitrate. De faibles niveaux de la protéine et de l’activité NiR sont observés quand 

le milieu contient seulement la glutamine comme source d’azote. Des changements dans les 

niveaux de l’ARNm de la NR et NiR montrent des modèles similaires à ceux des 

changements dans les niveaux des activités et protéines quand le milieu contient la glutamine. 

Ces résultats révèlent que la glutamine inhibe fortement l’expression de la NR, tandis que 

l’expression de la NiR n’est pas affectée par ce composé. Ils suggèrent que les gènes de la NR 
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et NiR pourraient être co-régulés par le nitrate mais non par la glutamine, et que l’expression 

des gènes de la NR et NiR pourrait être régulée par différents mécanismes en réponse à 

différents facteurs régulateurs chez les cellules d’épinards en culture. Cependant, ces résultats 

de Ogawa et al. (1999) contredisent ceux de Faure et al. (1991) et Vincentz et al. (1993) qui 

décrivent une co-régulation des gènes de la NR et de la NiR par la glutamine dans les feuilles 

de tabac. Ces différences révèlent une complexité dans la co-régulation de la NR et NiR par la 

glutamine ainsi qu’une grande variabilité génétique de ce processus. 

 Cette inhibition par la glutamine peut être en partie levée par un apport de sucres 

(Vincentz et al., 1993). Chez des feuilles bien développées à la lumière, la photosynthèse, 

grâce à la synthèse de sucres, a un effet antagoniste de l’inhibition par la glutamine (Faure et 

al., 1997). Après exposition des plantules de maïs au nitrate en présence de 1 mM 

d’asparagine ou de glutamine, la transcription et l’induction de l’activité NR et NiR sont 

réduites, tandis qu’en présence de 1% de saccharose elles sont stimulées (Sivasankar et al., 

1997). L’addition du saccharose en même temps que ces amides annule la répression de la 

transcription de la NiR par les amides, tandis qu’elle diminue légèrement la répression pour la 

NR. Cet effet du saccharose sur l’inhibition de la NR et NiR par les amides est observé aussi 

pour l’induction de l’activité de la NR et NiR, mais à un niveau plus faible. Ces auteurs 

concluent que l’inhibition de l’induction des activités NR et NiR par les amides est un effet 

direct sur le système de réduction et non un résultat de l’altération de l’absorption de NO3
- par 

ces métabolites. 

 Dans une étude de l’effet des sucres sur la NR avec des mutants doubles de tabac, 

Klein et al. (2000) trouvent une sur-expression constitutive de la NR chez ces plantes qui 

contiennent des niveaux élevés de nitrate et de faibles niveaux de glutamine et autres acides 

aminés. Après transfert de ces plantes à une obscurité continue, le nitrate reste élevé et la 

glutamine faible, mais le niveau de transcription de la NR et la protéine NR diminuent 

significativement durant 24 h et sont indétectables après 48 h. La diminution du niveau de 

transcription du gène de la NR est totalement annulée alors que celle de la protéine NR est 

partiellement annulée quand les feuilles détachées de plantes maintenues à l’obscurité sont 

alimentées en saccharose à l’obscurité. La diminution n’est pas annulée par le nitrate ou les 

cytokinines. Ces auteurs observent aussi une disparition de la transcription du gène de la NR 

quand la teneur en sucre foliaire chute en dessous de 4 µmol d’équivalent hexose g-1 MF, et se 

rétablit quand les sucres augmentent au dessus de 8 µmol d’équivalent hexose g-1 MF. Ils 

concluent alors que la faible teneur en sucres réprime le gène de la NR et domine 

complètement les signaux dérivant du nitrate et du métabolisme de l’azote. 
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 La lumière avec le nitrate complète l’expression de la NR et NiR. Cet effet est variable 

avec les espèces, les tissus et les conditions expérimentales. L’étude de l’effet de la lumière 

sur l’expression de la NR est complexe du fait qu’il est souvent difficile de dissocier celui lié 

au phytochrome ou autres récepteurs de la lumière (bleu et U.V) de celui lié à l’activité du 

système phtosynthétique qui est un effet plus métabolique (Fig. 8). Chez Spirodela polyrhiza 

Lillo et al. (1998) montrent que la lumière rouge induit une augmentation de l’activité de la 

NR démontrant l’implication de phytochromes. En revanche, ces mêmes auteurs trouvent que 

la NR est principalement régulée par la photosynthèse, mais le signal dérivant de la 

photosynthèse n’est pas connu.  

 Dans les cotylédons et les plantes étiolées, l’action de la lumière est dépendante du 

phytochrome et induit la transcription de la NR et de la NiR suivie de l’expression de leurs 

activités (Sharma et Sopory, 1984; Rouzé et Caboche, 1992). Les phytochromes existent sous 

deux formes inter-convertibles, la forme active (Pfr), absorbe dans le rouge lointain (730 nm), 

alors que la forme inactive (Pr) en général, absorbe dans le rouge (665 nm). La transduction 

du signal lumineux démarre par la conversion de Pr en Pfr puis est véhiculé par 

l’intermédiaire de molécules comme le calcium, la calmoduline, les protéines G et la 

guanosine monophosphate cyclique. Ces molécules modulent l’activité de régulateurs négatifs 

de la photomorphogenèse: les protéines COP (constitutive photomorphogenic) et DET 

(deetiolated) (Faure et al., 1997) qui contrôlent l’expression du gène de la NR et autres 

protéines, le développement du chloroplaste, et les processus de l’élongation et de la 

différentiation cellulaire. 

 Chez les plantes supérieures la NR cytosolique à NAD(P)H est rapidement modulée 

par les conditions environnementales telles que la lumière, la disponibilité en CO2 et en 

oxygène, le froid, les glucides, les produits de l’assimilation du nitrate et les cations divalents 

(Kaiser et Brendele-Behnisch, 1991; Kaiser et Spill, 1991; Bortel et al., 1996; Lillo, 1994; 

Vunkova-Radeva et Yaneva, 1997; Kaiser et al., 1999). Dans les feuilles, la NR atteint un état 

d’activation de 60–80% par la photosynthèse (Kaiser et al., 1999). A l’obscurité, ou après 

fermeture des stomates, la NR foliaire est inactivée. Elle diminue de 20 ou 40% de son 

activité maximale. Dans les racines, l’hypoxie ou anoxie active la NR, tandis qu’une 

alimentation élevée en oxygène l’inactive (Kaiser et al., 1999).  

 Cependant, Provan et Lillo (1999) montrent qu’après une inhibition de 97% de la 

fixation de CO2 par un inhibiteur du cycle de Calvin (DL-glyceraldehyde) la NR reste encore 

active, suggérant à ces auteurs qu’une haute activité NR à la lumière n’est ni strictement liée 

au pool de ferrédoxine réduite ni à une haute activité du cycle de Calvin. L’abolition de la 
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régulation post-transcriptionnel de la NR empêche partiellement la diminution de la réduction 

de NO3
- foliaire quand la photosynthèse est inhibée par une privation en CO2, mais non à 

l’obscurité (Lejay et al., 1997). Ceci suggère que le CO2 ou les produits de son assimilation 

ont un effet post-transcriptionnel sur la NR.  

 Chez des plantes cultivées à la lumière puis mises à l’obscurité, les niveaux d’ARNm, 

des protéines et des activités NR et NiR diminuent lentement après 2 jours. Si ces plantes sont 

replacées à la lumière, les ARNm de NR et NiR atteignent leur niveau maximal rapidement 

après 4 à 6 h. L’addition de saccharose à des feuilles isolées de plantes cultivées à faible 

éclairement mime, complètement pour la NR et partiellement pour la NiR, l’effet de la 

lumière (Vincentz et al., 1993; Lillo, 1994). L’utilisation de plantes transgéniques confirme la 

nature transcriptionnelle de cette induction par les sucres (Vincentz et al., 1993).  

 La lumière a aussi un effet post-transcriptionnel sur la NR (Fig. 9). Des plantes 

transgéniques présentent une forte diminution de la protéine et de l’activité NR à l’obscurité 

même si le gène de la NR est exprimé et le niveau d’ARNm est normale. Si ces plantes sont 

ré-exposées à la lumière ou reçoivent du saccharose au niveau foliaire la protéine et l’activité 

NR sont ré-induites complètement ou partiellement, respectivement (Vincentz et al., 1993). 

 Cet effet peut s’exercer au niveau de la capacité de traduction de l’ARNm, de la 

stabilité de la protéine (Kandlbinder et al., 2000) ou directement au niveau de l’activité par 

phosphorylation/déphosphorylation et fixation de l’inhibiteur protéique, 14-3-3, à la forme 

phosphorylée de la NR (Huber et al., 1996; Moorhead et al., 1996; Kaiser et al., 1999; 

Campbell, 1999; Weiner et Kaiser, 1999; Fig. 9).  

 L’évidence de l’implication de la phosphorylation dans l’inactivation de la NR (EC 

1.6.6.1) a été reportée chez plusieurs espèces (l’épinard: Kaiser et Spill, 1991; Arabidopsis: 

Su et al., 1996; le tabac: Nussaume et al., 1995; Brassica campestris: Kojima et al., 1995; le 

maïs: Merlo et al.,1995; et l’orge: Lillo et al., 1996).  

 En générale, la forme phosphorylée de la NR est assumée prédominer la forme 

déphosphorylée à l’obscurité et vice versa. A l’obscurité la NR subit une inactivation 

réversible dépendante du Mg2+ qui affecte la Vm de la réaction mais non son Km. Cette 

inactivation est liée à une phosphorylation de la NR car une addition de MgATP inactive la 

NR tandis que l’AMP la réactive en interrompant la formation du complexe inactif NR 

phosphorylée:protéine 14-3-3 (14-3-3) (Athwal et al., 1998). Ce type de régulation nécessite 

la présence du Mg2+ car la formation du complexe NR phosphorylée:14-3-3 requière un cation 

divalent (MacKintosh et al., 1995; Athwal et al., 1998). 
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 Les inhibiteurs des phosphatases empêchent l’activation de NR par la lumière. Le site 

ou se fait la régulation par phosphorylation est localisé dans la région hingue 1 de 

l’homodimer de la NR. L’inactivation se fait en deux temps: tout d’abord une kinase de 67 

kDa phosphoryle la NR sur un résidu serine-543 ou serine-534 qui est l’accepteur du 

phosphate (variable avec les espèces, Campbell, 1999) situé dans la charnière séparant le 

domaine à Mo-co et le domaine à hème (Douglas et al., 1995). A ce stade, la NR est encore 

active. Ensuite, une protéine inactivatrice de 100 kDa (14-3-3) se fixe sur la NR phosphorylée 

pour l’inactiver (MacKintosh et al., 1995; Douglas et al., 1995; Bachmann et al., 1996; Lillo 

et al., 1997). C’est la phosphorylation de la serine qui permet cette fixation. A une 

concentration élevée de la 14-3-3 (30 nM), presque 90% de l’inactivation complète est 

achevée après 75 secondes (Lillo et al., 1997). Même à cette forte concentration, une forte 

dépendance du temps a été observé par ces chercheurs. Toutefois, a faible concentration, 

plusieurs minutes s’avèrent nécessaires pour obtenir un équilibre entre la 14-3-3 et la NR  

 La NR foliaire de l’épinard est inactivée par phosphorylation de la serine-543 et 

fixation de la 14-3-3 Mg2+-dépendante (Kaiser et al., 1999). Au moins trois différentes 

protéines kinases (NR-PKs) ont été identifiées dans les feuilles de l’épinard qui sont capable 

de phosphoryler la NR sur la serine-543. Deux d’entre elles sont révélées comme des 

protéines kinases à domaine à calmoduline (calmodulin-like domain protein kinases CDPKs), 

et une à domaine à SNF1 (SNF1-like protein kinase). La déphosphorylation de la serine-543 

est catalysée par une protéine phosphatase Mg2+-dépendante et par une protéine phosphatase 

type 2A (NR-PPs), qui est régulée par une inter-conversion trimer/dimer (Kaiser et al., 1999). 

Les NR-PKs, NR-PPs, et 14-3-3s sont présents même dans les tissus de plantes déficientes en 

NR.  

 L’activation artificielle de la NR in vivo est achevée par une acidification cellulaire, 

par des inhibiteurs respiratoires, ou par une alimentation en mannose. Comme pour l’anoxie, 

ces traitements semblent agir, au moins en partie, via une acidification cytosolique favorisée 

par des niveaux faibles d’ATP cytosolique (Kaiser et al., 1999). L’activation est aussi achevée 

par l’efflux de cations divalents du cytosol induit par l’ionophore. En addition, l’AMP 

cytosolique et les esters phosphates semblent réguler les activités NR-PK et NR-PP, par 

lesquelles l’activité de la NR s’adapte durant quelques minutes à un changement de 

l’environnement (Kaiser et al., 1999). 

 Athwal et al. (1998) reportent que les résidus serine et thréonine de la position +6 à 

+8, relatifs au site de fixation de la 14-3-3 connu dans l’inactivation de la NR phosphorylée 

impliquant la serine-543, sont importants dans l’interaction avec la GF14ω, isoforme 



 66

recombiné de la 14-3-3 d’Arabidopsis. Ils montrent également qu’une augmentation de la 

force ionique avec le KCl ou le phosphate inorganique, effecteurs physiques de l’activité NR, 

perturbe directement la fixation de protéine et peptides ligands à la 14-3-3. Une augmentation 

de la force ionique par KCl cause un changement dans la conformation de GF14ω, résultant 

d’une réduction de la surface d’hydrophobicité, visualisé avec une sonde fluorescente. 

Similairement, le 5’-AMP est spécifiquement capable de perturber le complexe inactif NR 

phosphorylée:14-3-3. Utilisant un analogue fluorescent du 5’-AMP (le trinitrophenyl-AMP), 

ces auteurs montrent qu’un site de fixation de l’AMP sur la GF14ω existe probablement. 

 Dans une étude Agüera et al. (1999) trouvent que l’état d’activation de la NR des 

feuilles attachées de Cucumis sativus en présence de Mg2+, relatif à l’activité en absence de 

Mg2+, augmente avec une intensité lumineuse supérieure à 400 μmol m−2 s−1 PAR. L’activité 

NR de ces feuilles change rapidement d’une manière réversible durant le passage de la 

lumière à l’obscurité, particulièrement en présence de Mg2+ libre (Agüera et al. 1999). La 

lumière diminue et l’obscurité augmente la sensitivité de l’enzyme à l’inhibition par Mg2+, 

impliquant que la NR a une régulation post-translationnelle commune par phosphorylation 

(Lillo et al., 1997; Agüera et al. 1999). 

 Quand l’extrait brut des feuilles illuminées est incubé avec l’ATP, la NR est 

graduellement inactivée en présence de Mg2+. La NR inactivée par l’ATP reste inactive après 

élimination de l’excès d’ATP par filtration sur gel et ne se produit pas avec des préparations 

de la NR partiellement purifiées. Ces auteurs constatent aussi que la NR extraite de feuilles de 

plantes d’obscurité est remarquablement activée par le 5′-AMP (Agüera et al. 1999). Ces 

résultats supportent l’idée que l’inactivation/activation de la NR en réponse aux signaux de la 

lumière/obscurité impliquent plus probablement une phosphorylation/déphosphorylation de 

l’enzyme catalysée par des protéines endogènes. Une activation substantielle de la NR avec le 

5′-AMP est observée aussi en absence de Mg2+, indiquant que le 5′-AMP peut directement 

activer la NR (Agüera et al. 1999). L’irradiation d’un extrait de feuilles provenant de plantes 

d’obscurité contenant le FAD provoque une activation partielle de la NR. Cet effet est observé 

avec ou sans Mg2+, indiquant que l’activation est causée par la flavine photoexcitée et 

n’implique pas une déphosphorylation de l’enzyme (Agüera et al. 1999). 

 La gelée réduit fortement l’activité de la NR des feuilles de blé par perturbation du 

transport des électrons au niveau de la région du hinge 1 de la NR (Yaneva et al., 1996; 

Vunkova-Radeva et Yaneva, 1997). Cet effet a été observé seulement chez des plantes de blé 

déficientes en molybdate (Mo). Il a été conclue que la déficience en Mo affecte non seulement 
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la disponibilité en Mo-co, mais aussi l’efficience du transport des électrons entre les domaines 

à hème et à Mo-co de la NR. Le mécanisme par lequel le Mo empêche la diminution de 

l’activité de la NR à basse température est non claire. Des résultats récents de ces auteurs 

(Yaneva et al., 2000) indiquent que la déficience en Mo n’altère pas le ‘’timing’’ des 

changements de l’activité NR durant un cycle lumière/obscurité mais, par contre, réduit 

significativement le niveau maximal de l’activité NR (ANRmax) et l’activité actuelle de la NR 

(ANRact) et produit un état d’activation élevé de la NR.  

 Cette élévation de l’état d’activation de la NR est une réponse compensatoire à la 

diminution de l’ANRmax comme a été trouvé par Man et al. (1999) chez des plantes 

déficientes en nitrate. Une telle réponse peut être importante pour assurer un niveau élevé en 

NR active (déphosphorylée) chez des plantes qui ont de faibles quantités de la protéine NR 

fonctionnelle. Du fait de la nécessité du Mo dans l’assemblement fonctionnel de la protéine 

NR, ces auteurs considèrent que l’ANRmax serait contrôlée par la disponibilité en Mo et Mo-

co, tandis que l’ANRact serait contrôlée par le Mo indirectement via l’altération du rapport NR 

phosphorylée/NR déphosphorylée. Cette dernière observation est supportée par le fait que 

l’effet du Mo sur l’ANRact disparaît presque totalement après une période d’obscurité 

prolongée (24 h) ou la forme phosphorylée de la NR prédomine, tandis que l’effet du Mo sur 

l’ANRmax reste bien prononcé. Toutefois, ces auteurs suggèrent aussi que d’autres facteurs 

comme les glucides affectent probablement le niveau de l’ANRact chez les plantes déficientes 

en Mo du fait que les sucres (i) modulent l’activité NR au niveau post-translationnel et (ii) 

sont influencés par la déficience en Mo (Vunkova-Radeva et Yaneva, 1997). 

 La NR est rapidement inactivée par phosphorylation en réponse, par exemple, à une 

soudaine diminution de l’intensité lumineuse (Kaiser et Brendele-Behnisch, 1991; 

MacKintosh, 1992; Kojima et al., 1995). L’existence d’une étroite liaison entre la régulation 

de l’activité NR et le contrôle du métabolisme du carbone via un signal de transduction 

impliquant la phosphorylation de la NR et la 14-3-3 est un bon exemple de l’implication de ce 

mécanisme dans l’ajustement et l’intégration de la NR dans le métabolisme de la plante 

(Champigny et Foyer, 1992; Champigny, 1995; Huber et al., 1996; Moorhead et al., 1996). 

 En plus de ce mode de régulation par phosphorylation, un autre mécanisme de 

régulation post-translationnelle de la NR a été suggéré, basé sur le fait que la NR de la courge 

(Cucurbita maxima) est lentement activée par son substrat, NADH (Lillo et Ruoff, 1992). 

Pour chercher s’il y a des connections entre ces deux modes de régulation Lillo et al. (1997) 

entreprennent une étude comparative d’espèces utilisant plus l’activation par substrats 

(Cucurbita maxima) que la phosphorylation/déphosphorylation (Spinacea oleracea) dans la 
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régulation de la NR. Ils trouvent que l’augmentation de l’activité NR durant l’essai ou durant 

le stockage de l’extrait brut peut être due à une dissociation du complexe NR 

phosphorylée:14-3-3, à une déphosphorylation de la NR phosphorylée par les phosphatases 

internes, ou à une activation par les substrats NADH et nitrate. Le mode d’activation dépend 

de l’espèce et des conditions d’incubation. L’activation par substrat chez la courge est 

évidente sur extrait brut comme a été trouvé chez le maïs (Lillo et Ruoff, 1992), mais elle est 

totale chez l’extrait partiellement purifié. Cependant, le tabac et l’épinard ne montrent pas ce 

mode d’activation. Il n’existe pas de connections entre l’activation par substrat et la NR 

phosphorylée extraite de plantes d’obscurité. Ces observations montrent que le mode de 

régulation par phosphorylation et fixation de la 14-3-3 serait une manière générale chez toutes 

les plantes. Quand celui-ci est important le mode d’activation par substrats est absent, mais 

quand il est faible, le mode d’activation par substrats le remplace comme chez la courge et le 

maïs (Lillo et Ruoff, 1992; Lillo et al., 1997).  

 Le domaine à Mo-co de la NR qui se trouve entre la queue N-terminale de la protéine 

NR et le résidu serine (qui se phosphoryle) a été suggéré jouer un rôle vital dans l’inactivation 

réversible de la NR par le mécanisme de phosphorylation/déphosphorylation (LaBrie et 

Crawford, 1994; Nussaume et al., 1995; Douglas et al., 1995). Similairement, une délétion de 

56 acides aminés du N-terminal abolit la régulation de la NR par phosphorylation quand elle 

est testée sur des extraits bruts (Nussaume et al., 1995). Presque aucune différences n’est 

obtenues quant la NR extraite des feuilles est exposée à la lumière et à l’obscurité. Au 

contraire des autres plantes, une incubation avec MgATP n’a plus d’effet inhibiteur sur 

l’activité NR de l’extrait brut. Ceci signifie que l’activité NR dans l’extrait brut des feuilles 

traitées par l’obscurité n’est plus inhibée par Mg2+. Ce résultat est supposé être dû à une 

altération de la fixation de la 14-3-3 par la délétion (Douglas et al., 1995). En revanche, Lillo 

et al. (1997) trouvent que la NR altérée du tabac est inhibée par la 14-3-3. Quand la NR 

altérée est purifiée en présence d’inhibiteurs des phosphatases, 70% de l’activité NR est 

inhibé par la 14-3-3. Par contre, quand les inhibiteurs des phosphatases sont exclus, seulement 

18% de l’activité NR est inhibé par la 14-3-3, indiquant que l’inhibition par la 14-3-3 est en 

effet dépendante de l’état de phosphorylation de la NR altérée comme de la longueur entière 

de NR. Ce résultat contredit l’hypothèse de Douglas et al. (1995) et montre que même après 

délétion, la NR peut être régulée par phosphorylation/déphosphorylation. Cependant, 

l’absence apparente d’une régulation post-translationnelle de NR, quand elle est testée 

immédiatement après homogénisation de l’extrait brut, laisse supposer des différences dans la 

dissociation du complexe NR~14-3-3 et NR altérée~14-3-3 dues à des composés inconnus 
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initialement présents dans la plante avant extraction de la NR. Ceci indique que probablement 

la NR altérée est dépourvue de la 14-3-3 in situ, suggérant alors à ces auteurs des études sur la 

réactivation de l’activité NR altérée (Lillo et al., 1997). 

 D’autre part, Pigaglio et al. (1999) observent que le motif acide du domaine N-

terminal de NR est nécessaire pour l’inactivation de l’enzyme à l’obscurité par 

phophorylation et fixation de la 14-3-3. Cependant, une délétion de ce domaine de la NR 

permet encore la fixation de la 14-3-3 mais affecte ces propriétés inhibitrices (Provan et al., 

2000). Ces auteurs suggèrent alors que la stabilisation de l’activité NR est une importante 

fonction du domaine N-terminal de la NR. Ces observations sont en accord avec les résultats 

de Lillo (1994) qui suggèrent l’existence de deux formes différentes de la NR: une forme 

lumière avec un pH optimal de 7.8 qui n’est pas inhibée par le Ca2+ ou le Mg2+ et une forme 

obscurité avec un pH optimal de 7.5 qui est fortement inhibée par le Ca2+ et le Mg2+. 

 Une rapide modulation de l’activité NR durant le passage de la lumière à l’obscurité a 

été établit chez plusieurs plantes herbacés, incluant l’épinard (Kaiser et Spill, 1991), l’orge 

(Lillo et al., 1996), le maïs (Merlo et al., 1995), le tabac (Nussaume et al., 1995), et 

Arabidopsis (Su et al., 1996). Ces changements rapides de l’activité se produisent au niveau 

post-translationel par une phosphorylation réversible de la protéine NR (Yaneva et al., 2000). 

Les résultats de Kaiser et Huber (1997) montrent que la forme phosphorylée de la NR est un 

bon substrat pour la dégradation protéolytique plus que la forme déphosphorylée. Ces 

observations sont en accord avec la grande susceptibilité de la NR phosphorylée à la 

protéolyse, qui est connue prédominer chez les plantes exposées à l’obscurité. 

 La phosphorylation serait une régulation rapide, transitoire et réversible, par contre, 

après une longue période d’obscurité, la stabilité de la protéine est très réduite, conduisant à 

une dégradation irréversible de l’enzyme (Fig. 8). Kandlbinder et al. (2000) trouvent que la 

sensitivité de la NR au Mg2+ chez Ricinus communis dépend fortement du pH (increasing 

sensitivity with increasing pH), et qu’au contraire de la NR d’épinard, la NR de Ricinus est à 

peine ou pas inactivée par incubation de l’extrait foliaire avec l’ATP et l’acide okadaïque 

inhibiteur de la protéine phosphatase catalysant la déphosphorylation de la NR. 

Similairement, la suppression de la 14-3-3 de l’extrait foliaire par chromatographie à échange 

d’anions active la NR de l’épinard mais cause peu ou pas d’activation de la NR de Ricinus 

(Kandlbinder et al., 2000). Ces résultats suggèrent que l’inhibition de la NR catalysée par 

Mg2+ chez Ricinus ne requière pas la 14-3-3. Les changements lents de l’activité de la NR 

chez cette espèce durant un cycle jour/nuit peuvent être causés principalement par la synthèse 

et la dégradation de la protéine NR (turnover) comme a été trouvé par Scheible et al. (1997) et 
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Maki et al. (1986). Ces derniers auteurs ont trouvé que la régulation de la NR de cellules 

d’épinard, qui dépend de l’âge de la culture, est réalisée plus par des changements du taux de 

la protéine NR que par l’activation/inactivation des protéines préexistantes.  

 L’assimilation du nitrate apparaît donc contrôlée par la lumière durant le 

développement de la plante via les phytochromes et les autres récepteurs de la lumière (voir 

page 62). Une fois la photosynthèse est opérationnelle, la lumière continue à réguler 

l’assimilation du nitrate de manière métabolique par le saccharose (source d’énergie, de 

pouvoir réducteur et chaînes carbonées) ou en modulant directement l’activité NR par 

phosphorylation. En fait, la régulation de la NR apparaît se faire par plusieurs mécanismes 

différents et variables avec l’espèce (phosphorylation et déphosphorylation, fixation et 

dissociation, activation par substrats, et synthèse et dégradation). Toutefois, plusieurs études 

restent à réaliser au niveau moléculaire pour bien élucider ces mécanismes de régulation, leur 

variabilité génétique, leur prépondérance ainsi que leur interaction. Il serait également 

important d’étudier (i) les interactions et les spécificités entre la protéine NR et la protéine 14-

3-3, et (ii) la réaction:  

NR + 14-3-3   ↔    NR~14-3-3. 

V. 2. Le malate et le 2-oxoglutarate  

 L’assimilation du nitrate dans les feuilles requière la synthèse du malate pour contre 

balancer l’alcalinisation. Elle nécessite aussi la synthèse du 2-oxoglutarate pour agir comme 

accepteur dans la voie GOGAT (Ben-Zioni et al., 1971; Touraine et al., 1988; Matt, et al., 

2001). La transcription de la NR augmente durant la nuit et diminue durant le jour. L’activité 

NR augmente au maximum durant les quatre premières heures de la période d’éclairement et 

diminue durant la seconde partie de cette période (Müller et al., 2001). Le malate s’accumule 

à un niveau élevé durant le jour et diminue durant la nuit. Le 2-oxoglutarate augmente de 40% 

au début et diminue vers la fin de la journée. Le rapport glutamine/2-oxoglutarate est stable au 

début de la période d’éclairement et augmente remarquablement durant la seconde partie de 

cette période. Ces observations montrent que les variations diurnes de la transcription de la 

NR sont inversement corrélées aux variations diurnes du malate et n’ont, par contre, aucun 

rapport avec celles du 2-oxoglutarate ou du rapport glutamine/2-oxoglutarate (Müller et al., 

2001). La diminution de l’activité NR dans la seconde partie de la période lumineuse est 

corrélée avec une augmentation du rapport glutamine/2-oxoglutarate.  

 Un apport de malate et de 2-oxoglutarate à des feuilles détachées via leur pétioles 

durant la seconde partie de la période d’éclairement, quand la transcription et l’activité de la 

NR sont faibles, provoque une diminution plus importante du taux de transcription de la NR 
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et une diminution de 27 à 60% de l’activité NR. Par contre, le 2-oxoglutarate stabilise le taux 

de transcription et a seulement un léger effet sur l’activité NR (Müller et al., 2001).  

 Dans une autre expérience, ces auteurs remarquent que le malate s’oppose à 

l’augmentation du taux de transcription de la NR et de l’activité NR, quand celui-ci est 

fournie pendant 4 h à la lumière à des feuilles issues de plantes préalablement maintenues 16 

à 24 h à l’obscurité, tandis que le 2-oxoglutarate les accélère légèrement. D’autre part, quand 

des feuilles, préalablement maintenues 60 h à l’obscurité, sont incubées à l’obscurité sur du 

saccharose le malate inhibe fortement l’expression et l’activité NR (Müller et al., 2001). En 

conséquence, ces observations suggèrent que l’effet positif du malate sur l’absorption 

(Touraine et al., 1988; Abdellaoui, 2001) via une augmentation de l’influx ou une diminution 

de l’efflux est probablement un effet directe sur les systèmes de transport du nitrate et non un 

effet indirecte via la réduction du nitrate du fait que le malate affecte négativement la NR. 

D’autre part, la possibilité que cet effet positif sur l’absorption peut être plus dû à une 

stimulation du HATS et une ré absorption du nitrate efflué qu’à une diminution de l’activité 

du système de l’efflux par le malate reste aussi valable tant qu’un effet directe du malate sur 

l’efflux n’a pas été démontré. 

 Par ailleurs, le fait qu’un apport de malate à la partie aérienne ou aux racines n’arrive 

pas à empêcher la diminution de l’absorption de NO3
- à l’obscurité chez le soja (voir page 39, 

Delhon et al., 1996a) contredit les observations de Touraine et al. (1988) et Abdellaoui (2001) 

et sont, par contre, en accord avec les résultats de Müller et al. (2001). 

V. 3. Le rythme circadien 

 L’ARNm de la NR varie au cours d’un cycle jour/nuit. Il est généralement élevé en fin 

de nuit (tabac et tomate) ou début de journée (maïs). La NiR fluctue d’une façon similaire 

mais avec de faible amplitude. Ces variations de l’ARNm sont suivies par des fluctuations 

décalées dans le temps de l’activité et de la quantité de protéines (Deng et al., 1991; Kaiser et 

Spill, 1991; Merlo et al., 1995; Nussaume et al., 1995; Su et al., 1996; Lillo et al., 1996; 

Yaneva et al., 2000; Matt et al., 2001). Ce rythme de la NR est régulé au niveau 

transcriptionnel. Il est indépendant de la régulation par la lumière car il peut être maintenu 

pendant plusieurs heures de lumière ou d’obscurité continue. Par contre, il semble dépendre 

de la concentration en glutamine (Fig. 3). Le niveau d’ARNm de la NR varie en sens opposé 

par rapport à la glutamine. En présence d’inhibiteurs spécifiques de la GS (méthionine 

sulfoximine) ou de la NR (tungstate) ou chez des mutants déficients en NR, les plantes 

traitées ont peu de glutamine et montrent une expression constitutive de l’ARNm de la NR. 
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V. 4. Les hormones 

 L’effet de plusieurs hormones a été étudié et plus spécialement celui des cytokinines 

sur l’expression de la NR. Chez certaines espèces, la présence d’éthylène est nécessaire pour 

l’induction de la NR par les cytokinines, mais l’éthylène seul n’a pas d’effet. Il a été aussi 

trouvé que les mécanismes d’induction de NR par le nitrate ou par les cytokinines sont 

distincts de leurs effets additifs. Par contre, chez le blé étiolé les cytokinines seules n’ont pas 

d’effet et nécessitent la présence du nitrate.  

 Chez des plantules d’orge étiolées, une application de cytokinines à la lumière conduit 

15 min après à une augmentation du taux d’ARNm de la NR. Par contre, chez un double 

mutant de tabac transformé Klein et al. (2000) trouvent qu’au contraire du saccharose les 

cytokinines n’annulent pas la diminution du niveau de transcription du gène de NR après 

transfert de ces plantes à une obscurité continue malgré que les chloroplastes, site du 

métabolisme des cytokinines, accumulent plus de précurseurs et d’activité cytokinines oxidase 

à l’obscurité qu’à la lumière (Benková et al., 1999). Des études sur la transcription montrent 

que cet effet est partiellement de nature transcriptionnel, suggérant probablement l’existence 

d’autres effets post transcriptionnels pouvant affecter la stabilité de l’ARNm et l’induction de 

l’activité. L’expression de la NR semble être influencée par la valeur du rapport 

cytokinines/acide abscissique (Lu et al., 1992) du fait que l’induction de NR par les 

cytokinines peut être annulée par la fourniture d’acide abscissique (Fig. 8). 

VI. Conclusion et objectifs 

 La présente revue bibliographique montre que les composantes de l’absorption de 

NO3
-: l'influx et l'efflux, qui sont soumis à des contrôles différents, sont distincts et 

indépendants. L’interaction de ces deux types de flux en relation avec les processus de 

l’assimilation, du stockage et de la translocation régit le devenir ultime du nitrate. L’existence 

de ces flux exige la synthèse et l’activation de plusieurs types de protéines de transport et de 

voies métaboliques complètes (enzymes et cofacteurs). Une bonne gestion de ces paramètres 

par la plante nécessite aussi une étroite régulation et interaction des mécanismes impliqués 

avec le métabolisme du carbone et des acides organiques au niveau biochimique, moléculaire 

et génétique. Une coordination inter-organes de ces mécanismes permettrait une 

synchronisation du prélèvement de l’azote avec la croissance et le développement du système 

racinaire et de la partie aérienne.  

 L’essentiel de l’information dont nous disposons provient de trois approches 

méthodologiques: (i) la description des flux à l’aide des isotopes 15N et 13N (ii) l’évaluation 

des systèmes de transport et (iii) le clonage des gènes de ces systèmes de transport.  
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 La caractérisation et la quantification de l’influx et l’efflux du nitrate n’ont pu être 

abordés que par l’emploi des traceurs 15N et 13N (Lee et Clarkson, 1986; Lee et Drew, 1986; 

Oscarson et al., 1987; Muller et al., 1995; Vidmar et al., 2000). 

 Les propriétés cinétiques et les caractéristiques physico-chimiques des protéines 

impliquées dans le transport du nitrate sont maintenant bien étudiées (Doddema et Telkamp, 

1979; Siddiqi et al., 1990; Aslam et al., 1992; Glass et al., 1992; Hoff et al., 1994; Crawford, 

1995; Kronzucker et al., 1995, 1999a; Glass et Siddiqi, 1995; Wirén et al., 1997; Peuke et 

Jeschke, 1999; Chrispeels et al., 1999; Vidmar et al., 2000). Grâce à ces études de flux, 

couplées aux études moléculaires, plusieurs transporteurs membranaires des nitrates ont été 

découvert. Des résultats spectaculaires en génétique ont permis la découverte de deux familles 

de gènes: (i) NRT1 codant les systèmes de transport membranaire du nitrate de faible affinité 

(LATS) et (ii) NRT2 pour les systèmes à haute affinité (HATS) chez différentes espèces 

végétales (Tsay et al., 1993; Huang et al., 1996; Wang et Crawford, 1996; Wang et al., 1998; 

Zhou et al., 1998; Crawford et Glass, 1998; Daniel-Vedel et al., 1998; Huang et al., 1999; Liu 

et al., 1999; Lin et al., 2000; Vidmar et al., 2000). Toutefois, tant que la nature exacte du 

mécanisme impliqué dans l’influx et l’efflux de NO3
- (NO3

-/OH- ou NO3
-/HCO3

- antiport, 

NO3
-/H+ symport et canal) reste inconnue, les gènes et les types de régulation qui contribuent 

le plus dans l’acquisition du nitrate resteront mal compris et les hypothèses sur le mécanisme 

et la régulation des flux de nitrate entrant et sortant resteront nombreuses et diverses.  

 Il existe encore des lacunes considérables dans nos connaissances sur les mécanismes 

précis du processus de l’efflux, composante de l’absorption nette (Breteler et Nissen, 1982; 

Clarkson, 1986; Lee et Drew, 1986; Deane-drummond, 1986; Oscarson et al., 1987; Mattsson 

et al., 1991; Aslam et al., 1995; Ter Steege et al., 1999). Les systèmes et les canaux impliqués 

dans ce processus ainsi que leur contribution dans la régulation de l’absorption du nitrate sont 

encore très mal connus (Clarkson, 1986; Deane-drummond, 1986; Oscarson et al., 1987; 

Aslam et al., 1996b; Frachisse et al., 2000). L’existence d’une NR dans le plasmalemme et 

dans le cytosol (Rufty et al., 1986; Stöhr, 1999) ainsi que l’existence de connections entre la 

translocation et l’absorption du nitrate (Siebrecht et Tischner, 1999) et entre la translocation et 

l’efflux (Ter Steege et al., 1999) montrent que ces trois processus de base sont intimement 

liés. Cependant, on ne connaît pas avec précision sur quelle composante de l’absorption 

(l’influx et l’efflux), la NR et les protéines de la translocation sont principalement connectées. 

L’existence d’un gène de transport de NO3
- dont l’expression est régulée par les produits de 

l’assimilation du nitrate et d’un autre gène dont l’expression est régulée par la NR active, qui 

module l’efflux, montre une complexité dans la régulation de l’absorption au niveau 
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moléculaire (Lejay et al., 1999; Vidmar et al., 2000). Il existe encore peu d’informations sur 

les mécanismes impliqués dans ces régulations. Elles nécessitent un surcroît d’études sur les 

mécanismes qui contrôlent l’expression des gènes de l’influx et de l’efflux du nitrate ainsi que 

le mécanisme de l’efflux lui-même.  

 Nos connaissances sont encore fragmentaires et limitées dans la régulation de 

l’absorption par l’influx et l’efflux qui sont deux processus indépendants (Lee et Clarkson, 

1986; Clarkson, 1986; Aslam et al., 1995). On ne sait pas parfaitement si l’effet des facteurs 

exogènes et endogènes (K+, NH4
+, acide aminés, acide organique,…) sur l’absorption s’exerce 

plus sur l’influx ou sur l’efflux (Lee et Drew, 1989; Touraine et al., 1988, 1992; Muller et 

Touraine, 1992; King et al., 1993; Muller et al., 1995; Kronzucker et al., 1995, 1999b; Partie 

I et chapitre 5 ).  

 Du fait de leur méconnaissance, il serait aussi difficile de conclure quant au rôle joué 

par chacun d'eux dans la régulation de l'absorption nette. Certaines études confirment que 

l'efflux joue un rôle prépondérant (Breteler et Nissen, 1982; Glass et al., 1985) alors que 

d'autres suggèrent que ce rôle revient à l'influx (Lee et Drew, 1986; Mattsson et al., 1991). 

D’autres études suggèrent que les deux sont importants dans la régulation de l'absorption 

nette: l'influx à long terme par sa phase d’induction et l'efflux à court terme par ses rapides 

fluctuations (Clarkson, 1986). 

Au Maroc, un des principaux empêchement de l’amélioration variétale pour les 

capacités de prélèvement et de stockage du nitrate est le manque d’études physiologiques pour 

un triage variétale simple et rapide au laboratoire. L’intérêt croissant suscité par ce manque 

d’informations a conduit notre laboratoire à orienter une partie de ces recherches vers ces 

mécanismes d’acquisition du nitrate car la maîtrise de l’amélioration et de la sélection 

variétale pour une meilleure performance de prélèvement et de stockage du nitrate passe par 

la maîtrise des connaissances sur les mécanismes d’absorption, d’assimilation, 

d’accumulation et de translocation du nitrate et leur régulation.  

 Par ailleurs, la plupart des recherches appliquées effectuées à ce jour renforcent l’idée 

que l’application rationnelle de fertilisant en vue d’améliorer la production agricole passe par 

l’introduction d’un matériel végétal biologiquement et/ou génétiquement performant (Ryan et 

al., 1994; Karrou, 1992, 1996; Ehdaie et al., 1999). Au Maroc, Il existe un réservoir inexploré 

de variétés de céréales, souvent mal connues sur le plan physiologique. Une bonne utilisation 

de ce potentiel exige, d’une part la mise en œuvre d’un très grand nombre d’essais et 

d’observations de terrain et, d’autre part une meilleure connaissance des capacités 

physiologiques et agronomiques des génotypes. 
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 Pour toutes ces raisons, j’ai essayé par le présent travail, d’une part d’améliorer nos 

connaissances sur le métabolisme du nitrate et son intégration dans le métabolisme du carbone 

et sur les processus de régulation de l’efflux des nitrates et des sucres et, d’autre part 

d’apporter des informations sur des variétés marocaines de blé tendre. Les points qui ont donc 

retenus mon attention sont: 

- la croissance de la partie aérienne (chapitre 1), 

- la constitution azotée et carbonée de la plantule de blé (chapitres 2 et 3), 

- l’absorption et la réduction des nitrates (chapitre 3), 

- l’effet des sels et de l’eau sur l’efflux de NO3
- (chapitres 4 et 5),  

- l’effet de NO3
- sur l’efflux des nitrates et des glucides (chapitre 6), 

- la régulation de l’efflux de NO3
- par la racine et la partie aérienne (chapitre 7), 

- la régulation de l’efflux de NO3
- par les feuilles matures (chapitre 8). 
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Analyse comparative de paramètres morphophysiologiques au stade jeune 

de quatre génotypes marocains de blé tendre (Triticum aestivum L. var. 

Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32) 
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Résumé 
 
 La croissance, les teneurs en chlorophylles, l’état hydrique, la transpiration ont été 

étudiés chez quatre variétés marocaines de blé tendre (Triticum aestivum L. var. Achtar, 

Saâda, Saba, Tegyey32) au stade jeune. L’examen des résultats relatifs à la croissance permet 

de distinguer les variétés Saâda, Saba et Tegyey32 de la variété Achtar par une élongation 

foliaire plus importante au niveau de toutes les feuilles durant 21 jours de culture. En 

revanche, la variété Achtar semble posséder une surface foliaire similaire à celle de la variété 

Saba et élevée par rapport à celles des variétés Saâda et Tegyey32 au stade 21 jours. Les 

variétés Saâda et Tegyey32 présentent des surfaces foliaires similaires. La variété Saba se 

caractérise des autres variétés à la fois par une importante élongation foliaire semblable à 

celles de Saâda et Tegyey32 et par une surface foliaire plus élevée que celles de Saâda et 

Tegyey32 au stade 21 jours. Les teneurs en chlorophylles et l’état hydrique des quatre 

génotypes sont similaires. Ces variétés présentent toutes en général un faible déficit de 

saturation de 4%. Toutefois la variété Tegyey32 semble présenter une vitesse de transpiration 

élevée par rapport aux autres variétés.  

 
Mots clés: élongation foliaire; surface foliaire; chlorophylles; état hydrique; transpiration; 
génotypes 
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Introduction  
 
 Près d’un milliard de tonnes de céréales sont produites annuellement dans le monde. 

Le blé et le riz sont les plus importantes. Malgré la place importante qu’occupe la culture du 

blé dans notre agriculture, le Maroc constitue un client potentiel pour le marché mondial des 

céréales. Sa culture située essentiellement en zone pluviale (non irriguée) est limitée par une 

mauvaise distribution des pluies et un déficit hydrique au cours du cycle végétatif. Certes, 

depuis longtemps la création de variétés productives et résistantes à la sécheresse est devenue 

une des préoccupations majeures des sélectionneurs.  

 Pour ces raisons, divers paramètres morphologiques et physiologiques des parties 

aériennes liés au rendement tels que: la durée de la surface foliaire (Thorne, 1974), la 

production de talle et d’épis (Klepper et al., 1982), la production de matière sèche 

(McMullan et al., 1988), le taux d’apparition des feuilles (Cao et Moss, 1989), la production 

des réserves végétatives (Garcia et al., 1993), ont été étudiés à différents stades de 

développement du végétal. Ces recherches axées essentiellement sur la physiologie de la 

production en grain dans les zones sèches et chaudes donnent  peu d’importance à la période 

de pré-tallage. Cependant, une connaissance plus approfondie du modèle du développement 

des variétés depuis leur jeune âge pourrait aider à mieux connaître les génotypes et à définir 

des critères efficaces, simples et prédictifs de sélection variétale. 

 Dans ce travail sont présentés les résultats de l’étude de la croissance et 

développement de quatre génotypes marocains de blé tendre jusqu'au stade 21 jours sous de 

bonnes conditions hydriques et nutritionnelles contrôlées. 
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Matériels et méthodes  
 
Matériel végétal et culture 

 Des semences de quatre variétés: Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32 fournies par 

SONACOS FES sont désinfectées par l’hypochlorite de sodium à 12° pendant 3 min, rincées 

soigneusement plusieurs fois, puis mises à imbiber 8 heures dans de l’eau distillée. Les 

graines imbibées sont réparties sur une gaze humide portée par un cerceau en plastique. 

L’ensemble est trempé dans une bassine d’eau distillée de sorte que les extrémités de la gaze 

baigne dans l’eau distillée. La bassine est couverte pour assurer une ambiance humide et 

obscure. Après 6 jours dans ces conditions à température ambiante, 25 plantules homogènes 

sont repiquées en pots de 5 L de solution nutritive (Coïc, 1977) contenant 1 mg de Fe3+- 

EDTA/L de milieu et des oligo-éléments de la solution d'Arnon A5 (Talouizte et al., 1984). 

L’azote est fourni exclusivement sous forme de NO3
- à raison de 8 mM. Ce milieu est 

constamment aéré et renouvelé régulièrement deux fois par semaine. Les plantes sont élevées 

dans une chambre de culture à un éclairement artificiel de 400 µmol de photons/m2/s (PAR 

400-700 nm), avec une photopériode de 16 h, une humidité relative de 65% et une 

température de 24 ± 2°C le jour et 18 ± 1°C la nuit. 

Mesure de la croissance 

 Après repiquage des plantules sur pot (7è jours), dix plantules homogènes de chaque 

variété sont repérées sur le pot de culture. La croissance est suivie quotidiennement par la 

mesure de la longueur de chaque feuille le matin, 3 h après le démarrage de la photopériode, 

pendant 21 jours. 

Extraction et dosage des chlorophylles 

 Après 21 jours de culture, la partie aérienne de trois plantules est pesée et broyée au 

mortier dans l'acétone à 100%. L’extrait obtenu est centrifugé à 3000 g à 0 °C pendant 20 

min. Le surnageant est récupéré et le culot est centrifugé après être remis en suspension dans 

l’acétone. L’opération est répétée une troisième fois et les surnageants sont rassemblés et 

stockés à 4 °C. Les chlorophylles sont dosées par spectrophotométrie dans le surnageant, 

dilué à 80 % en acétone, à 645, 652 et 663 nm. La concentration de chlorophylles en mg/l du 

surnageant est calculée selon les formules suivantes de MacKinney (1941) complétées par 

Bruinsma à 80 % d’acétone: 

 [Chl a] = 12.7 DO663 – 2.69 DO645 

 [Chl b] = 22.9 DO645 – 2.68 DO663 
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 [Chl a+b] = 27.8 DO652 

L’état hydrique 

 L’évaluation de l’état hydrique de la plante au stade 21jours est suivie par quatre 

indicateurs: la teneur en eau par rapport à la matière fraîche, la teneur en eau par rapport à la 

matière sèche, la teneur en eau relative (RWC) et le déficit de saturation. Sur chaque feuille 

de cinq plantules, des fragments intermédiaires sont prélevés et découpés en tranche de 1 cm. 

Ces parties de feuilles fraîches sont pesées (MF) puis mises dans des récipients contenant 100 

ml d'eau distillée durant 4 heures à l'abri de la lumière et à température ambiante. Elles sont 

repesées après un essuyage soigneux pour déterminer la masse fraîche à saturation (MFs). La 

masse sèche (MS) est déterminée après passage dans une étuve pendant 48 heures à 70°C. 

Ces différents paramètres sont estimés comme suit: 

 Teneur en eau en % de MF = (MF – MS/MF) x 100  

 Teneur en eau en % de MS = (MF – MS/MS) x 100 

 Teneur en eau relative (RWC %) = ([MF – MS]/[MFs – MS]) x 100 

 Déficit de saturation = 100 - RWC 

Mesure de la transpiration  

 Au stade 21 jours les racines de quatre plantules intactes et homogènes sont trempées 

en solution nutritive dans un récipient. Au niveau du collet des plantules, le récipient est 

fermé hermétiquement avec un bouchon en caoutchouc permettant aux parties aériennes de 

rester à l'air libre tout en laissant les racines bien immergées dans la solution. Ce système 

plante-récipient est placé en chambre de culture et pesé à différents moments (0 h, 2 h, 4 h, 6 

h, 8 h ). La quantité d'eau transpirée par les feuilles est estimée par différence de poids entre 

le temps initial et le temps final. Après la dernière pesée, la partie aérienne est séparée des 

racines. La surface foliaire totale des quatre plantules est déterminée en comparant le poids 

d’une surface connue de papier au poids de l’image de la surface foliaire sur le même type de 

papier. 
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Résultats et discussion  
 

Croissance des plantules  

 La croissance estimée par la mesure de la longueur des différentes feuilles de la partie 

aérienne présente une allure globale similaire chez les quatre variétés au cours d'une période 

de 21 jours. Un exemple de cette allure de croissance est donnée dans la Figure 1 par la 

variété Tegyey32. L’élongation foliaire croît régulièrement à une vitesse relativement 

constante (Tab. 1). Cette vitesse chute jusqu'a s'annuler quand les feuilles ont atteint une 

élongation optimale marquant le passage de ces feuilles au stade mature (Fig. 1). Un à quatre 

jours après l'apparition de la feuille de rang n+1, la feuille de rang n entre en phase de 

maturation (Fig. 1) et la feuille de rang n+2 apparaît bien développée avec une longueur 

appréciable. La croissance de la feuille de rang n est-elle limitée par le rythme d’apparition 

des feuilles de rang n+1 et rang n+2. Cependant on peut se demander aussi si cet arrêt de 

croissance est d’origine trophique ou hormonale ou les deux à la fois.  

 La croissance foliaire comparée des quatre variétés est représentée dans la Figure 2. A 

partir de l’imbibition des graines, on constate que chez les quatre variétés la F1 nécessite 

environ 10 à 11 jours pour atteindre le stade mature, tandis que la F2 nécessite 15 à 16 jours 

(Fig. 2). Au stade 12 à 14 jours, il est important de rappeler que les réserves de la graine sont 

complètement épuisées et les besoins en photosynthétats pour les organes en croissance 

(racines et jeunes feuilles) sont assurés par la F1 déjà adulte et en partie par la seconde feuille 

qui tend vers le stade mature (Champigny et Talouizte, 1981). La F3 apparaît à des moments 

différents, au 12è jour chez Saâda et Tegyey32, au 13è jour chez Achtar et Saba, et atteint sa 

maturité au 19è jour chez Tegyey32, au 20è jour chez Saâda tandis qu’elle est encore en 

croissance chez Achtar et Saba. La F2 des quatre variétés apparaît au même jour (9è jour) 

tandis que la F3 apparaît environ 24 h plutôt chez Saâda et Tegyey32 que chez Achtar et 

Saba. Ce décalage dans l’apparition des feuilles semble varier d’un rang foliaire à un autre. 

En effet ce décalage s’annule entre Saâda et Saba pour la F4 et s’accentue entre Achtar et 

Tegyey32 jusqu’a atteindre 48 h. Ce résultat montre une précocité dans l’apparition des 

feuilles de rang 3 et 4 chez la variété Tegyey32 et de la feuille de rang 3 chez la variété Saâda 

par rapport à Achtar et Saba. 

 En comparant la croissance des feuilles des quatre génotypes il semble que les 

variétés Saâda, Saba et Tegyey32 se distinguent de la variété Achtar par une élongation 

foliaire remarquablement importante. Cependant, il est important de noter que cet écart de 
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croissance existe et persiste pour la F1 et la F2 aux stades de croissance et de maturité, tandis 

que pour la F3 (et peut-être pour la F4), l’ampleur de cet écart est plus faible au stade adulte 

(Fig. 2). La diminution de la longueur de la F1 et la F2 chez Achtar peut-être expliquée par la 

présence dans les tissus de ces feuilles de cellules moins allongées (Beauchamp et Lathwell, 

1966). Cependant la supériorité des variétés Saâda, Saba et Tegyey32 par rapport à Achtar 

quant à l'élongation foliaire n'implique pas une croissance moins importante chez Achtar 

puisqu'au cours de la phase de croissance les quatre variétés présentent des vitesses de 

croissance sensiblement similaires (Tab. 1).  

 Au stade 3 semaines (21 jours) on constate chez toutes les variétés que la longueur 

finale du limbe augmente lorsque le rang foliaire augmente. Cependant ces différentes 

feuilles possèdent-elles des surfaces de plus en plus grande lorsque le rang foliaire 

augmente? Pour répondre à cette question, nous avons mesuré la surface du limbe des 

différentes feuilles des quatre variétés. Le Tableau 2 donne les surfaces foliaires des 

différentes feuilles des variétés étudiées au stade 21 jours. Les résultats de l’estimation de la 

surface foliaire montrent que la surface foliaire augmente lorsque le rang foliaire augmente 

(Tab. 2) jusqu’a au moins stade 3 feuilles. Il semblerait donc que la surface foliaire suit 

principalement les variations de l’élongation foliaire.  

 L’analyse des surfaces foliaires moyennes (Tab. 2) des quatre variétés montre une 

supériorité des variétés Achtar et Saba sur les autres variétés Saâda et Tegyey32. Au 

contraire, les valeurs de la croissance foliaire estimée par la variation de l’élongation foliaire 

montrent une supériorité de Saâda, Saba et Tegyey32 par rapport à Achtar. Ce retard dans la 

croissance d’Achtar par rapport aux autres variétés quant à l'élongation foliaire semble être 

compensé par une augmentation progressive de la surface foliaire d'un rang foliaire à un autre 

et particulièrement au niveau de la F3 (Tab. 2). 

Teneurs en chlorophylles  

 La teneur en chlorophylle a chez les quatre variétés est supérieure à celle de la 

chlorophylle b (Tab. 3). Les teneurs en chlorophylles a, b et a + b sont similaires chez les 

quatre variétés (Tab. 3). L’estimation de la teneur en chlorophylles dans nos conditions ne 

permet pas de distinguer les variétés entre elles. Toutefois, ces teneurs en chlorophylles sont 

l’indice d'un bon état phytosanitaire de nos plantules.  

L’état hydrique 

 L’état hydrique estimé par la détermination des teneurs en eau par rapport à la matière 

fraîche et sèche, de la teneur en eau relative (RWC) et du déficit de saturation figure dans les 
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tableaux 4 et 5. En général les teneurs en eau par rapport à la matière végétale (matière 

fraîche, matière sèche) sont pratiquement similaires chez les quatre variétés. Ces teneurs 

atteignent une valeur allant de 88,6 à 91,8% de matière fraîche et de 779 à 1119% de matière 

sèche (Tab. 4). Ceci démontre l'importance de la fraction hydrique au sein d'un tissu végétal. 

Cependant il est important de remarquer que les valeurs de ces différents paramètres sont 

similaires et élevées chez les feuilles adultes (F1, F2 et F3 ) par rapport à la jeune feuille 

encore en pleine croissance (F4) et en particulier celles de la teneur en eau par rapport à la 

matière sèche (Tab. 4). Cette diminution de la teneur en eau par rapport à la matière sèche 

chez la F4 est due probablement à une transpiration accrue de cette feuille. Cet accroissement 

de la transpiration serait en faveur d'un flux de sève plus important vers cet organe. Les 

quatre variétés présentent des RWC supérieures à 92% indépendamment du rang foliaire, 

indiquant d’excellente condition d'hydratation de nos plantules élevées en aquiculture (Tab. 

5). Dans la nature et même dans des conditions hydroponiques, les feuilles ne sont jamais 

saturées d'eau. Ces feuilles présentent toujours un léger déficit de saturation qui avoisine les 

4% bien que les plantes aient leurs racines trempées dans la solution nutritive (Tab. 5). Ce 

léger déficit résulte probablement du processus de transpiration. 

 Ces résultats donnent les valeurs de grandeur de RWC en absence d'un stress 

quelconque. Il est important de noter que les différentes variétés présentent des RWC des 

parties aériennes similaires, en conséquence ces résultats ne permettent pas de dégager des 

différences variétales dans les mêmes conditions de culture. 

 Au stade 3 semaines (21 jours) on constate chez toutes les variétés un léger déficit de 

saturation similaire et des surfaces foliaires différentes. Cependant ces variétés présentent-

elles aussi une similitude dans leurs vitesses de transpiration malgré qu’elles possèdent des 

surfaces foliaires différentes? Pour répondre à cette question des mesures de transpiration ont 

été réalisées. L'examen du Tableau 6 montre des vitesses de transpiration similaires chez 

Achtar, Saâda et Saba bien que les surfaces foliaires d’Achtar et Saba soient plus élevées que 

celles de Saâda (Tabx. 2 et 6). Ce résultat laisse supposer que les variétés Achtar et Saba 

perdent plus d'eau que la variété Saâda au cours du processus de transpiration. 

 Par ailleurs, la variété Tegyey32 semble transpirer plus intensément que les autres 

variétés (Tab. 6). Comparée aux variétés Achtar, Saâda et Saba, la variété Tegyey32 perd 

plus d’eau au cours de la transpiration malgré qu'elles présentent toutes un léger déficit de 

saturation similaire. Ce résultat suppose une absorption d'eau plus importante par cette 

variété par rapport aux variétés Achtar, Saâda et Saba.  
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 Ce comportement hydrique (RWC,.......) des différentes variétés sera-t-il maintenu 

dans des conditions de déficit hydrique d'une part et dans des conditions atmosphériques 

différentes d'autre part (déficit de saturation de l'air)? La nutrition azotée a-t-elle une 

influence sur le comportement dans ces conditions? Dans des situations de contraintes 

hydriques on envisagera également une caractérisation plus précise de l’état hydrique des 

plantules par la mesure du potentiel hydrique. 
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Conclusion  
 
 Le suivi de l’élongation foliaire chez les quatre variétés pendant 21 jours souligne une 

différence remarquable entre Achtar et les autres variétés au niveau de la croissance et en 

particulier chez les feuilles de rang 1 et 2, tandis qu’au niveau de la feuille de rang 3, l’écart 

entre Achtar et les variétés Saâda et Tegyey32 diminue.  

 Par ailleurs, la supériorité des variétés Saâda, Saba et Tegyey32 par rapport à Achtar 

quant à l’élongation foliaire n'implique pas une croissance moins importante chez Achtar 

puisque cette variété présente au stade 21 jours une surface foliaire similaire à celle de Saba 

et plus élevée que celle de Saâda et Tegyey32 particulièrement au niveau de la F3. Il 

semblerait donc que le critère surface foliaire est aussi important que le critère élongation 

puisqu’il permet une seconde caractérisation de nos variétés. L’important dans l’analyse de 

ces courbes de croissance est d’être prudent dans l'utilisation et le choix des critères de 

croissance lorsqu’on souhaite établir des tests de précocité ou autres objectifs facilement 

utilisable par l’agriculteur ou l’expérimentateur. L’utilisation de la surface foliaire comme un 

critère d’évaluation de la croissance est en effet préférable à l’élongation du fait que c’est un 

paramètre à deux variables mais à lui seul il est insuffisant pour une meilleure caractérisation 

des variétés. Son utilisation serait d'une importance capitale dans la recherche de 

l’amélioration variétale dans la mesure où sa variation est suivie en parallèle avec celle de 

l’élongation foliaire depuis le stade graine jusqu’au stade tallage, au moins, sans destruction 

du végétal. 

 Les teneurs en chlorophylles ne permettent pas de différencier les quatre variétés. De 

même l’état hydrique des plantules de 21 jours en condition d'une bonne hydratation ne varie 

pas significativement d’une variété à une autre. Toutefois Tegyey32 semble se distinguer par 

une transpiration plus intense qui serait accompagnée d'une absorption d'eau plus importante. 
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Résumé 
 
 La nutrition azotée a été étudiée chez quatre variétés marocaines de blé tendre 

(Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32). L’azote organique soluble et 

insoluble des racines séparées des parties aériennes de jeunes plantules de blé à un stade 

précoce du développement (21 jours) ont été analysés. L’examen des résultats montre que le 

modèle de répartition de l’azote organique entre la forme soluble et insoluble des feuilles et 

des racines est similaire chez les variétés Achtar, Saâda, et Tegyey32, et permet de distinguer 

la variété Saba des autres variétés par un modèle de répartition différent de l’azote organique 

entre la forme soluble et la forme insoluble. Ce modèle montre chez Saba une protidogenèse 

foliaire accrue par rapport aux racines au stade 3 à 4 feuilles. 

 
Mots clés: nitrate; azote organique soluble et insoluble; blé tendre 
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Introduction 
 
 Au Maroc, le problème d’autosuffisance en céréales se pose toujours malgré les 

progrès enregistrés dans ce domaine (Hammami, 1986; Besri, 1989). La recherche de 

l’amélioration du rendement des cultures nécessite des études approfondies des facteurs qui 

contrôlent la production végétale. L’effet bénéfique d’une fertilisation azotée et nitrique en 

particulier sur le rendement des céréales est connu depuis longtemps. Les mécanismes précis 

d’acquisition et de gestion des nitrates par les plantes en général sont encore très mal connus 

(Lewis et al., 1982; Clarkson, 1986; Talouizte et al., 1990). La nécessité d’améliorer le 

rendement, les coûts élevés des engrais en général et azotés en particulier imposent la 

pratique d’une fertilisation raisonnée basée sur la connaissance des besoins des plantes en 

minéraux du sol.  

 L’objectif de cette étude est de comparer des génotypes marocains de blé tendre vis à 

vis du métabolisme des nitrates. Cette étude est réalisé avec des plantules intactes à un stade 

précoce du développement (3 à 4 feuilles) et cultivées en milieu hydroponique sur solution 

nutritive de composition définie et en conditions contrôlées. L’hydroponie est d'une 

importance capitale dans le contrôle de la nutrition minérale des plantes lorsqu’on vise la 

comparaison du comportement physiologique des différentes variétés étudiées. L’étude du 

métabolisme des nitrates est réalisé par l’examen des différentes formes de l’azote organique 

dans les différents organes de la plantule séparés les uns des autres (feuilles et racines). 
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Matériels et méthodes  
 
Matériel végétal et culture 

 Des semences de quatre variétés marocaines de blé tendre: Achtar, Saâda, Saba et 

Tegyey32 fournies par SONACOS FES sont désinfectées à l’hypochlorite de sodium, rincées 

soigneusement plusieurs fois, puis mises à imbiber pendant 8 heures dans de l’eau distillée. 

Les graines imbibées sont réparties sur une gaze humide portée par un cerceau en plastique. 

L'ensemble est trempé dans une bassine d'eau distillée de sorte que les extrémités de la gaze 

baignent dans l'eau distillée. La cuvette est couverte pour assurer une ambiance humide et 

obscure. Après 6 jours dans ces conditions à température ambiante, 25 plantules homogènes 

sont repiquées en pot de 5 L de solution nutritive (Coïc, 1977) contenant 1 mg de Fe3+-

EDTA/L de milieu et des oligo-éléments de la solution d’Arnon A5 (Talouizte et al., 1984). 

L’azote est fourni exclusivement sous forme NO3
- à raison de 8 mM. Ce milieu est 

constamment aéré et renouvelé régulièrement deux fois par semaine. Les plantules sont 

élevées ainsi dans une chambre de culture contrôlée à un éclairement artificiel de 400 µmoles 

photons/m2/s, avec une photopériode de 16 h, une humidité relative de 65% et à une 

température de 24°C le jour et 18°C la nuit. 

Extraction et dosages de l’azote  

 Après détermination de la matière sèche, les parties aériennes et les racines sont 

broyées dans un mélange méthanol-chloroforme-eau distillée (12V/5V/3V) selon la méthode 

de Dickson (1979). L’azote soluble (surnageant) et l’azote insoluble (culot) sont déterminés 

par la méthode de Kjeldhal. L’ammonium est dosé par le réactif de Nessler (Umbreit et al., 

1959). 
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Résultats 
 
 Les masses de matière sèche (MS) des racines, des feuilles et de la plante entière des 

quatre variétés au stade 21 jours sont présentées dans le Tableau 1. La contribution des 

racines et des feuilles en terme de % de la plante entière figure aussi dans ce Tableau. 

L’examen des résultats montre une dominance en matière végétale des parties aériennes sur 

le système racinaire. En effet, les racines constituent seulement 24 à 27% de la plante entière. 

Les feuilles représentent 73 à 76% de la plante entière (Tab. 1).  

 Les déterminations d'azote organique effectuées sur ces plantes au stade 21 jours 

montrent que l’azote organique total de la plante est essentiellement protidique sous forme 

insoluble (72 à 86% de l’azote total, Tab. 2). L’azote organique soluble représente 14 à 28% 

de l’azote organique total de la plante (Tab. 2 ). 

 La répartition de l'azote organique entre la partie racinaire et la partie aérienne est 

représentée dans le Tableau 3. Les résultats montrent que l'azote organique total des jeunes 

plantules de blé tendre se répartie entre 20 à 22% dans les racines et 78 à 80% dans la partie 

aérienne (Tab. 3). Dans les racines, l’analyse des différentes formes de l’azote organique 

total montre que 23 à 28% est sous forme soluble et 72 à 77% sous forme insoluble (Tab. 4 ). 

 Dans la partie aérienne 11 à 28% de l’azote organique total est sous forme soluble 

tandis que la fraction d'azote organique insoluble varie entre 72 à 89% (Tab. 5 ). 
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Discussion et conclusion  
 
 La comparaison inter-variétale des résultats relatifs à l’azote organique montre que 

Saba se distingue des trois autres variétés par le modèle de répartition de l'azote organique 

entre la forme soluble (faible: 14%) et la forme insoluble (élevée: 85%, Tab. 2). Ce résultat 

suggère chez Saba, contrairement aux trois autres variétés, l’existence d'un détournement de 

l’azote organique soluble au profit de l’azote organique insoluble (Protidogenèse favorisée 

?). 

 Ce détournement accru de l’azote organique soluble au profit de l’azote organique 

insoluble chez Saba s’observe-t-il au niveau du système racinaire ou plutôt dans la partie 

aérienne de la plante ou dans les deux parties à la fois ? Les résultats présentés dans le 

Tableau 4 montrent que le modèle de répartition de l’azote organique entre la forme soluble 

et insoluble dans les racines de Saba ne diffère pas de celui des autres variétés (Tab. 4). En 

revanche, ce modèle de répartition dans la partie aérienne de Saba diffère de celui des autres 

variétés (soluble: 11%, insoluble: 89%, Tab. 5). Les teneurs des différentes formes d’azote 

organique des racines et des parties aériennes des jeunes plantules de blé tendre sont 

présentées dans le Tableau 6. On constate que la variété Saba se distingue toujours des trois 

autres variétés par des teneurs en azote organique relativement faible (Tab. 6). Au niveau des 

feuilles, cette variété se distingue des autres variétés par des teneurs en azote total et surtout 

en azote soluble faibles (10,7% du N-total des feuilles, Tab. 6) montrant une protidosynthèse 

accrue au sein de cet organe. 

 On peut avancer l’hypothèse que la partie aérienne de Saba serait le siège d’une 

protidogenèse accrue par rapport au système racinaire au stade 3 à 4 feuilles contrairement 

aux autres variétés. En d’autres termes l’azote organique soluble dans les racines de Saba 

(28%) contribuerait à une protidogenèse accrue dans les feuilles (89%) au détriment de la 

protidogenèse au niveau des racines (72%). Cette protidogenèse foliaire accrue chez Saba est 

associée aux processus de transport accru de l’azote organique soluble des racines vers les 

feuilles (Tab. 4). Ce résultat montre que chez Saba, les parties aériennes dépendent en partie 

des racines dans la synthèse de leurs protides. Cette dépendance est traduite par une 

mobilisation de l’azote réduit soluble des racines vers les feuilles. Le fait que Saba présente 

une protidogenèse favorisée dans ces feuilles est certainement en liaison avec une croissance 

foliaire relativement importante. L’analyse de la croissance des quatre génotypes a montré 

que Saba est la seule de ces variétés qui se caractérise à la fois par: (1) une importante 

élongation foliaire au cours de son développement et (2) une surface foliaire élevée au stade 
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21 jours (BenDriss Amraoui et al., 1998). Cette particularité de Saba peut être expliquée par 

une importante activité des tissus méristèmatiques des jeunes feuilles de cette variété. En 

effet, selon Champigny et Talouizte (1981), l’activité méristèmatique des tissus de la base 

des feuilles receveurs détermine la force d’appel de la sève élaborée (glucides, acide 

aminés,.....).  

 En général, au cours du développement de la plante, une compétition entre 

l’accumulation des glucides et la synthèse des protides existe et se manifeste à l’égard de la 

glucogenèse (Champigny et al., 1985). De ce fait, l’accroissement de la synthèse de protides 

enregistré chez Saba précédemment est probablement l’indice d’une faible accumulation de 

glucides foliaire et/ou racinaire chez cette variété. Cependant, les résultats présentés dans le 

Tableau 4 suggèrent que les racines de Saba contribueraient à une protidogenèse accrue dans 

les feuilles au détriment de la protidogenèse racinaire. Cette constatation nous amène à croire 

que si une compétition entre la synthèse des protides et la synthèse des glucides a eu lieu 

dans les organes de cette variété, les racines de celle-ci devront présentées une faible 

accumulation des glucides. 

 L’existence d’un transport accru de l’azote organique soluble (N-réduit) des racines 

vers les feuilles chez Saba suppose que la réduction des nitrates racinaires est très importante 

par rapport aux parties aériennes de cette variété. En effet, certains auteurs (Pate et al., 1973) 

attribuent un transport xylémique accru de l’azote réduit soluble à la prépondérance de la 

réduction des nitrates dans les racines. Par ailleurs, d’autres chercheurs (Rufty et al., 1982) 

critiquent l’utilisation de ce critère comme indicateur d’une réduction accrue des nitrates par 

les racines du fait de l’origine inconnue de l’azote réduit exsudé vers les feuilles lequel 

pouvant provenir des réserves racinaires.  
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Absorption et assimilation des nitrates chez quatre génotypes marocains de 

blé tendre (Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32) 

 
Résumé 

 
 La capacité d’absorption et d’assimilation des nitrates et l’accumulation des nitrates 

et des glucides au stade 21 jours sont analysées chez quatre variétés marocaines de blé 

tendre: Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32. L’examen des résultats montre que l’accumulation 

des nitrates prédomine dans la partie aérienne comparée aux racines, indiquant un flux de 

nitrate accru des racines vers cette partie. Elle est importante chez Tegyey32 comparée aux 

autres variétés. La répartition des sucres entre la forme soluble et insoluble dans les racines et 

dans la partie aérienne diffère d'une variété à une autre. Saba accumule plus de sucres 

insolubles dans les racines et la partie aérienne et plus de sucres solubles seulement dans la 

partie aérienne que Achtar, tandis que Saâda et Tegyey32 accumulent des quantités 

intermédiaires. La faible proportion des sucres solubles notée dans les racines de Saba 

(soluble: 2.8% et insoluble: 97.2%) comparée aux autres variétés confirme la protidogenèse 

foliaire accrue détectée chez cette variété (chapitre 2). Par ailleurs, le fait que Achtar 

possède une teneur en azote réduit soluble semblable à celle de Saâda et Tegyey32 et 

supérieure à celle de Saba, et présente dans sa partie aérienne les plus faibles teneurs en 

nitrates et en sucres solubles comparée aux autres variétés suggère l’existence d’une 

importante assimilation des nitrates chez cette variété. De plus, même si les quatre variétés 

absorbent des quantités légèrement différentes durant 8 h, la variété Achtar assimile 

nettement plus de nitrates que les autres variétés (estimée à partir de la formule suivante:  

(NO3
-)red = (NO3

-)ab + (NO3
-)i – (NO3

-)f). Ensemble, ces faits suggèrent une importante 

assimilation des nitrates dans les feuilles et/ou dans les racines associée à un important 

transfert d’azote organique vers la partie aérienne chez la variété Achtar.  

 
Mots clés: nitrate; sucre; N-réduit; absorption; réduction; variété de blé 
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Introduction 
 
 La céréaliculture constitue la principale spéculation de l'agriculture marocaine 

puisqu'elle prédomine dans les deux tiers des exploitations. La culture du blé représente la 

majeure préoccupation de l’agriculteur du fait des besoins croissants de cette denrée 

alimentaire. La recherche de l'amélioration du rendement des cultures nécessitant des études 

approfondies de facteurs qui contrôlent la production végétale est devenue de ce fait 

obligatoire. Cependant, en dépit du progrès considérable réalisé dans ce domaine, dû pour une 

large part à l’amélioration génétique des variétés et à la mécanisation agricole ou encore à 

l’augmentation des intrants industriels (fertilisants et produits phytosanitaires), des recherches 

à propos de l'efficacité d'utilisation des NO3
- essentiellement axées sur la physiologie de la 

croissance et de l’acquisition de l'azote chez différentes variétés de blé depuis leur jeune âge 

restent toujours une démarche d’une importance capitale si on veut tester les performances 

des nouvelles variétés crées par les sélectionneurs.  

 Par ailleurs, les recherches entreprises sur les variétés de céréales améliorées l’ont été 

dans le cadre des études des effets de certaines contraintes du milieu (sécheresse, carence 

azotée et salinité, Karou, 1992 et 1996; Karrou et Maranville, 1994; Tahri et al., 1998; Aouad 

et al., 1998; Abdellaoui et Talouizte, 2001) ou contraintes techniques (fertilisation 

déséquilibrée et/ou insuffisante, absence de désherbage et d’irrigation, Ryan et al., 1994; 

Benmalek, 1998; Bouaziz et Soudi, 1998). Ces différentes investigations concernant en 

général le rendement en grain ont aussi mis en évidence quelques-unes des caractéristiques 

de ces variétés, mais souvent fragmentaires, elles ne fournissent que peu d’indications sur la 

croissance et le développement et les formes d’accumulation de l’azote et du carbone dans 

ces variétés. Elles ne peuvent donc servir de référence à l’étude du métabolisme azoté et 

carboné des variétés retenues dans cette étude. 

 Il m’a donc semblé nécessaire, avant d’étudier la nutrition nitrique de quelques 

variétés marocaines, de compléter les données déjà acquises, par l’examen du métabolisme 

des nitrates et du carbone ainsi que l’absorption et l’assimilation des nitrates chez ces variétés 

en bonne conditions d’hydratation et nutrition nitrique.  

 Les données obtenues précédemment sur la croissance foliaire et l’état hydrique 

(chapitre 1) et sur le métabolisme du nitrate de ces variétés (chapitre 2) sont re-discutées 

avec les données de ce chapitre. 
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Matériels et méthodes  
 
Matériel végétal et culture 

 Les quatre variétés marocaines de blé tendre: var. Achtar, Saâda, Saba et Tegyey32 

fournies par SONACOS FES sont cultivées dans les mêmes conditions précédemment 

décrites dans les chapitres 1 et 2. 

Préparation du matériel 

 Après 21 jours de culture, les plantules sont réparties sur éprouvette par lot de quatre. 

Les racines des quatre plantules (non rincées à l’eau distillée) sont incubées, à la lumière, 

dans une éprouvette contenant la même solution nutritive qui a servi à la culture, mais dans 

laquelle l’azote est fourni exclusivement sous forme KNO3 à une concentration de 8 mM. Le 

Ca(NO3)2 est remplacé par CaSO4. Le volume final est ajusté à 41 ml. Le système est aéré 

soigneusement par une pompe d’aquarium. Après une période d’adaptation de 5 min, 2 ml est 

prélevé pour déterminer la quantité de nitrate initialement présente au temps zéro dans le 

milieu d’incubation. Après une période d’absorption de 8 h, les lots de plantules sont 

prélevés une fois que le volume d’incubation a été ajusté à 39 ml par de l’eau distillée. Les 

quatre plantules sont sectionnées au collet, la partie aérienne et les racines sont séparées et 

séchées au papier joseph. La partie aérienne et les racines séparées de chaque plantule sont 

mis séparément dans des sachets de papier aluminium, pesés et mis à sécher dans une étuve à 

70 °C pendant 48 h. Après séchage et refroidissement, les échantillons sont pesés une 

deuxième fois et stockés dans un congélateur à – 20 °C. Pour déterminer l’état initial en 

nitrate ou autre constituant, des plantules entières sont consacrées avant la période 

d’absorption et sont assujetties aux mêmes analyses que les plantules qui ont servi à 

l’absorption.  

Mesure de l'absorption des nitrates 

 La quantité de nitrate absorbée par la plantule est déterminée par la disparition du 

nitrate du milieu d’incubation. Les nitrates présents avant et après les 8 heures d’incubation 

sont dosés par la méthode de Cataldo et al. (1975). 

Mesure de la réduction  

 La réduction du nitrate est estimée à partir des nitrates endogènes avant et après la 

période d’absorption selon la formule suivante:  

(NO3
-)red = (NO3

-)ab + (NO3
-)i – (NO3

-)f  

où (NO3
-)i et (NO3

-)f sont, respectivement, les nitrates contenus dans l’échantillon végétal 

avant et après absorption du nitrate. (NO3
-)ab = NO3

- disparus après 8 h du milieu 
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d’incubation et (NO3
-)réd = NO3

-réduit dans le végétal après 8 h. Le nitrate endogène est 

déterminé après broyage de l’échantillon et extraction des constituants hydrosolubles. 

Extraction des constituants hydrosolubles  

 Les composés azotés solubles et insolubles sont extraits des échantillons décongelés 

par broyage au mortier en présence du mélange ternaire: méthanol/chloroforme/eau distillée 

(12V/5V/3V) selon la méthode de Dickson (1979). L’extrait du broyage (10 à 15 ml) est 

centrifugé trois fois à 1200 g pendant 20 min. Les surnageants sont rassemblés (20 à 30 ml) 

et le culot est conservé à – 20 °C dans de l’eau distillée et sert pour doser l’azote insoluble. 

Ce protocole permet d’épuiser complètement les substances azotées solubles possédant une 

fonction α–aminé primaire et évite la contamination de la fraction N-insoluble par les 

substances solubles. 10 ml de la fraction azote soluble est dé-pigmentée par addition de 25 ml 

de méthanol, 25 ml de chloroforme et 20 ml de H2O distillée. Après agitation et décantation 

du mélange la partie inférieure contenant les pigments et les lipides est éliminée. La partie 

supérieure est concentrée à l’évaporateur rotatif sous vide à 37 °C et amenée à 2 ml avec de 

l’eau distillée. Elle constitue la fraction azote soluble, composée d’acides aminés libres, 

d’azote inorganique et de peptides solubles. Elle est conservée à – 20 °C. 

Dosage de l'azote nitrique 

 Le dosage des nitrates a été effectué selon la méthode de Cataldo et al. (1975). A 100 

µl de la solution à doser (fraction azote soluble, milieu nutritif ou solution standard) est 

ajouté 400 µl d’acide salicylique à 5% dans H2SO4 concentré. Le mélange est agité 

violemment sur vortex puis laissé réagir pendant 15 min à température ambiante. Après 

addition de 9.5 ml de NaOH (2N) au mélange une coloration jaune se développe. Après 

agitation et refroidissement du milieu réactionnel la densité optique est déterminée à 410 nm. 

Une gamme étalon est établie avec une solution de KNO3 à une concentration de 140 µg 

N/ml. 

Dosage de l'azote organique 

 a) Minéralisation de l'azote organique soluble et insoluble 

 L’azote de la fraction soluble (Ns, surnageant) et la fraction insoluble (Ni, culot) sont 

déterminés par la méthode de Kjeldhal. Une aliquote de la fraction soluble ou la totalité de la 

fraction insoluble sont introduits dans un matras en présence d’acide sulfurique concentré 

36N (0.15 ml d’H2SO4 pour 2 ml de Ns des racines, 0.2 ml pour 1 ml de Ns des feuilles, 0.5 

ml pour Ni des racines et 1 ml pour Ni des feuilles) et de 50 mg du catalyseur de Dumarzet et 

Marcelet. La digestion s’effectue pendant 8 h dans un bain de sable à 350 °C. La température 
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est augmentée progressivement au cours des deux premières heures jusqu’à atteindre 350 °C 

puis est maintenue constante pendant 6 h.  

 b) Dosage de l'ammonium  

  L'ammonium formé au cours de la minéralisation est dosé sur une aliquote par le 

réactif de Nessler (Umbreit et al., 1959). Pour cela, 4 g de KI et 4 g de HgI2 sont mises en 

solution dans un volume de 250 ml d’eau distillée. 1.75 g d’alcool polyvinylique est dissous 

dans 700 ml d’eau distillée chaude. Après refroidissement, les deux solutions sont mélangées 

et le volume final est ajusté à 1 litre avec de l’eau distillée. Cette solution peut être conservée 

à 4 °C pendant maximum deux mois. A une aliquote de 0.2 à 2 ml d’échantillon 2 ml de cette 

solution et 3 ml de NaOH (2N) sont ajoutés. Après 25 min à l’obscurité, la DO est lue à 490 

nm. Une gamme étalon est réalisée avec une solution d’oxalate d’ammonium à 20 µg N/ml. 

Dosage des sucres 

 a) Dosage des sucres solubles 

  Les sucres présents dans la fraction soluble sont dosés à l’anthrone selon la méthode 

de Halhoul et Kleinberg (1972). Pour cela, 0.75 g d’anthrone est dissous dans 300 ml d’acide 

sulfurique concentré à 0 °C. 75 ml d’acide sulfurique concentré est mis dans 125 ml d’eau 

distillée à 0 °C. Après refroidissement total de cette dernière solution, on l’ajoute petit à petit 

à la première solution qui est agitée et trempée dans de la glace fondue. Le volume final est 

ensuite ajusté à 500 ml avec de l’eau distillée refroidie et conservée à 4 °C. A 100 ou 500 µl 

de la fraction soluble est ajouté 6 ml du réactif à 0 °C. Après agitation, les tubes sont portés à 

95 °C dans un bain-marie pendant 6 min. La DO du milieu réactionnel est lue à 630 nm après 

refroidissement des tubes. Une gamme étalon est réalisée avec une solution de glucose à une 

concentration de 150 µg glucose/ml. 

 b) Dosage des sucres insolubles 

 La fraction insoluble récupérée précédemment dans l’eau distillée est centrifugée à 

1200 g pendant 5 min pour éliminer l’eau. Ensuite, on ajoute de l’acide sulfurique concentré 

au culot (0.5 ml pour les racines et 1 ml pour les feuilles) et on laisse l’hydrolyse se faire à 

température ambiante. Après 24 h, le mélange obtenu après hydrolyse est dilué avec de l’eau 

distillée (20 à 30 ml) et les sucres solubles obtenus sont dosés à l’anthrone comme a été 

décrit précédemment pour les sucres de la fraction soluble.  
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Résultats  
 
Distribution de la masse de matière sèche 

 Le Tableau 1 montre des masses de matière sèche (MS) par plantule variables d’une 

variété à une autre. La MS est faible chez Achtar, élevée chez Saba et intermédiaire chez les 

deux autres variétés. La répartition de la MS entre les racines et la partie aérienne montre 

qu’au stade 21 jours, les racines représentent 22 à 27% et la partie aérienne 73 à 78% de la 

masse de matière sèche de la plante entière. Le fait qu'une part non négligeable de biomasse 

(22 à 27%) est localisée au niveau des racines montre l'importance de l'appareil racinaire 

dans les stades précoces du développement de la plante. 

Distribution des nitrates dans la plantule 

 La détermination des nitrates dans les racines et la partie aérienne montre que 76 à 

82% des NO3
- de la plantule sont accumulés dans le partie aérienne et 18 à 24% dans les 

racines (Tab. 2). Les teneurs en nitrate exprimées en mg/g MS de la partie aérienne restent 

supérieures à celles des racines et varient d'une variété à une autre. Tegyey32 est la variété 

qui présente les teneurs en nitrate les plus élevées particulièrement au niveau des feuilles. La 

variété Achtar se distingue par un mode de répartition des nitrates différent des autres 

variétés. Une diminution dans l'accumulation des nitrates d'environ 6% du nitrate de la 

plantule est observée dans la partie aérienne de Achtar par rapport aux autres variétés. Elle 

accumule 483.5 à 926.5 µg de nitrates de moins que les autres variétés dans sa partie 

aérienne, tandis qu’elle accumule presque autant de NO3
- dans ses racines que les autres 

variétés.  

Distribution des sucres solubles et insolubles dans la plante 

 La répartition des sucres totaux entre les racines et la partie aérienne est représentée 

dans le Tableau 3A. Les résultats montrent que les sucres totaux des jeunes plantules de blé 

tendre se répartissent entre 25.4 à 33.2% dans les racines et 66.8 à 74.6% dans la partie 

aérienne. La partie aérienne renferme 84.7 à 89.7% des sucres solubles de la plante et les 

racines 10.3 à 15.3% (Tab. 3B). Pour les sucres insolubles, 64.5 à 73.1% sont localisés dans 

la partie aérienne et 26.9 à 35.5% dans les racines (Tab. 3C).  

 Dans la plante, les sucres totaux sont essentiellement sous forme insoluble (90.4 à 

91.7%), et seulement 8.3 à 9.6% sous forme soluble (Tab. 3D). Dans la partie aérienne, les 

sucres insolubles représentent 88.5 à 89.7% des sucres totaux et les sucres solubles seulement 

10.3 à 12.2% (Tab. 3E). Dans les racines, les sucres insolubles représentent 95.5 à 97.2% des 

sucres totaux et les sucres solubles seulement 2.8 à 4.5% (Tab. 3F). 



 112

 En terme de sucres totaux, Achtar, à un degré élevé, et Saâda et Tegyey32, à un degré 

plus faible, présentent l'accumulation de sucres la plus faible et Saba l'accumulation de sucres 

la plus élevée (Tab. 3A). Cette supériorité de Saba est observée aussi bien au niveau des 

sucres solubles et insolubles de la plante entière et de la partie aérienne qu’au niveau des 

sucres insolubles des racines. Par contre, au niveau des sucres solubles des racines, elle ne se 

distingue point des autres variétés. De ce fait, si on exprime les sucres solubles racinaires des 

variétés en % des sucres solubles de la plantule entière, la variété Achtar, et à un degré plus 

faible, Saâda et Tegyey32 présenteront des proportions en sucres solubles racinaires plus 

élevées que la variété Saba. 

 L'analyse des teneurs en sucres montre aussi que la majeure partie des réserves en 

sucres de la plante sont sous forme insoluble. Les sucres solubles restent toujours faibles 

comparés aux sucres insolubles (Tab. 4). La teneur en sucres insolubles des racines est 

légèrement plus élevée que celle de la partie aérienne (Tabx. 5 et 6). Par contre, la teneur en 

sucres solubles de la partie aérienne est nettement supérieure à celle des racines (Tabx. 5 et 

6). Dans tous les organes, de légères différences variétales en sucres insolubles sont 

observées (Tabx. 4, 5 et 6). Par ailleurs, au niveau de la plante entière et de la partie aérienne, 

la variété Achtar se distingue en particulier de la variété Saba par une teneur en sucres 

solubles plus faible. Par contre, au niveau des racines, elle présente une teneur en sucres 

solubles plus élevée que Saba (Tab. 6). 

Absorption des nitrates 

 L'analyse de la cinétique d'absorption chez les quatre variétés montre des valeurs 

d’absorption faibles allant de –109 à + 109.2 µg/plante (Tab. 7). Une absorption nette 

positive est décelée après 4 et 6 h chez Achtar, et après seulement 6 h chez Saâda et Saba. 

Par contre, l’absorption nette reste négative durant le 6 h de la cinétique chez Tegyey32.  

Réduction des nitrates 

 Le Tableau 8 représente les NO3
- réduits au cours d'une cinétique d'exposition aux 

nitrates. La réduction des NO3
- augmente légèrement avec le temps. La réduction et la vitesse 

de réduction sont plus importantes chez Achtar que les autres variétés. Cependant, la vitesse 

de réduction diminue chez Achtar après 2 h mais reste relativement constante chez les autres 

variétés (Tab. 9). 
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Discussion  
 

 Dans le but de réunir plus d’informations et afin d’établir une image plus complète de 

nos variétés on essai dans ce chapitre de re-discuter les données déjà acquises dans les 

chapitres 1 et 2 en parallèle avec les données de l’absorption, réduction et accumulation des 

nitrates en relation avec les sucres.  

 Le suivi de l'élongation foliaire avait montré que la croissance d’une feuille est 

arrêtée par l'apparition de feuille plus jeune (chapitre 1). Cet arrêt est peut-être d'origine 

trophique ou hormonale ou les deux à la fois. Une précocité dans l'apparition de F3 et F4 

chez Tegyey32 et de F3 chez Saâda par rapport à Achtar et Saba est observée. Ce décalage 

variétale dans l’apparition de F3 et F4 ne suit pas la différence variétale d’élongation de F1 et 

F2 puisque Saba qui n’est pas précoce présente comme même une élongation de la F1 et F2 

aussi importante que Saâda et Tegyey32. Par contre, le rythme d’apparition de la F3 et F4 

pour Achtar et Tegyey32 ainsi que celui de la F3 pour Saâda évoluent dans le même sens que 

l’élongation de F1 et F2 (Fig. 2, chapitre 1).  

 Par ailleurs, malgré une supériorité de la surface foliaire des variétés Achtar et Saba 

sur Saâda et Tegyey32 et une similitude entre Achtar et Saba (BenDriss Amraoui et al., 

1998a, chapitre 1), la variété Achtar présente une accumulation de biomasse foliaire plus 

faible par rapport aux autres variétés (Tab. 1). Ce résultat indique que les cellules foliaires du 

limbe de cette variété sont probablement plus large mais plus faible en nombre par rapport 

aux autres variétés. Ceci est confirmé par la faible élongation foliaire de cette variété 

(BenDriss Amraoui et al., 1998a) due probablement à la présence dans ces tissus foliaires de 

cellules moins allongées (Beauchamp et Lathwell, 1966). 

 Malgré que les variétés Achtar et Saba présentent des surfaces foliaires supérieures à 

celles de Saâda et Tegyey32, leurs transpirations sont similaires à celle de Saâda et faibles 

par rapport à Tegyey32 (chapitre 1). Ceci suggère la présence dans les feuilles de Saâda et 

Tegyey32 d'un nombre de stomates ou d’un degré d’ouverture de stomates plus important 

que chez Achtar et Saba. Cette différence existe-t-elle au niveau de tous les rangs foliaires ou 

bien dans un seul rang? La réponse précise à cette question ne figure pas dans ce mémoire et 

reste encore à élucider par d’autres études sur la répartition et le degré d’ouverture des 

stomates. Cependant, si l’on tient compte des différences variétales observées dans la partie 

aérienne on peut penser qu’a ce stade de développement tous les rangs foliaires pourraient 

être impliqués. 
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 L'estimation du RWC (chapitre 1) montre que les quatre variétés étaient en 

excellente condition d'hydratation. Cependant, du fait que l’état de l’eau dans une plante est 

fonction de l’équilibre entre l’eau absorbée par les racines et l’eau rejetée par transpiration le 

maintien chez la variété Tegyey32 d'un état hydrique comparable à celui des autres variétés 

bien qu'elle ait une transpiration plus élevée suppose une absorption d'eau plus importante 

par Tegyey32 par rapport aux autres variétés. 

 En terme de quantités ou de teneurs, l'accumulation des nitrates est favorisée au 

niveau des parties aériennes chez les quatre variétés étudiées. Ce comportement est 

probablement lié aux conditions de culture utilisées ici (alimentation nitrique de 8 mM et 

hydroponie). Wallace (1986) a montré qu'une accumulation importante de nitrate se produit 

au niveau de la partie aérienne des plantules de blé cultivées sur des concentrations en nitrate 

allant de 5 à 10 mM. Par ailleurs, Hannachi et al. (1998) ont trouvé chez le blé que le type de 

sol au contact du système racinaire influence le flux de nitrate vers les feuilles, la 

remobilization du nitrate stocké, l’activité NR foliaire, et la capacité de la plante à utiliser le 

nitrate, par contre, il n’affecte pas le flux d’azote réduit vers les feuilles. 

 La comparaison inter-variétale indique que Achtar se distingue par une faible 

accumulation des nitrates que les autres variétés. Cette faible accumulation se manifeste-t-

elle au niveau des racines, de la partie aérienne, ou des deux à la fois? La quantité des nitrates 

dans les racines de Achtar ne diffère pas significativement des autres variétés malgré qu’une 

proportion (23.8%) relativement élevée des nitrates de la plante soit retenue au niveau de ces 

racines (Tab. 2). Par contre, Achtar accumule moins de nitrates que les autres variétés dans la 

partie aérienne. Ce résultat peut être expliqué par (i) une faible absorption des nitrates chez 

Achtar associée à un faible transfert de nitrate vers la partie aérienne ou (ii) une forte 

assimilation des NO3
- dans la partie aérienne. 

 En terme de teneurs, la différence variétale dans l'accumulation des nitrates dans la 

partie aérienne est atténuée entre Achtar et les deux variétés Saâda et Saba, mais reste 

accentuée entre Achtar et Tegyey32. Ceci est dû au fait que la supériorité de Saâda et Saba 

par rapport à Achtar en quantités de nitrates accumulés était due à une supériorité de masse 

de matière sèche de ces deux variétés car lorsque les quantités accumulées sont ramenées à 

l’unité de masse ces différences tendent à diminuer. Par contre, Tegyey32 présente toujours 

une supériorité en nitrates par rapport à Achtar même en terme de teneur car sa partie 

aérienne accumule des quantités de nitrates plus importantes que chez Achtar malgré qu’elle 

accumule une masse de matière sèche relativement semblable à celle de Achtar.  
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 Ces observations montrent l’existence d’une relation positive entre l’accumulation 

des nitrates et la production de matière sèche de la partie aérienne chez toutes les variétés, à 

l’exception de Tegyey32. Ce contraste dans le comportement des variétés de blé dans la 

relation entre le stockage des nitrates et la production de matière sèche foliaire rappelle celui 

trouvé chez le maïs entre le stockage de l’amidon et du saccharose et la production de 

matière sèche racinaire et foliaire (Rocher, 1984). Ces faits soulignent l’importance de la 

partie aérienne dans la distribution du carbone et dans le stockage du nitrate. 

 Les résultats concernant les analyses de sucres montrent qu’en terme de quantité ou 

de teneur la majeure partie des réserves en sucres de la plante sont sous forme insoluble. En 

quantité, ces sucres sont essentiellement contenus dans la partie aérienne mais en teneur elles 

sont légèrement plus élevée dans les racines que dans la partie aérienne. Ce résultat concorde 

avec ceux de Abdellaoui et al. (1998b) qui ont trouvé que les racines de variétés marocaines 

de blé tendre bien alimentées en nitrate possèdent plus de sucres insolubles que la partie 

aérienne. Ceci peut être dû au fait que les racines sont plus riches en lignine et en cellulose 

par rapport à la partie aérienne (Bergkotte, 1991). Toutefois, il est vraisemblable que ce 

mode de répartition du carbone de la forme insoluble entre les racines et la partie aérienne 

soit lié aux conditions de culture notamment au niveau de la nutrition nitrique du fait de la 

relation étroite qui existe entre l'assimilation du carbone et celle de l'azote. Cette répartition 

serait-elle modifiée dans d'autres conditions d'apport nitrique tel qu’une carence en nitrate?  

 A la différence des sucres insolubles, les sucres solubles sont nettement plus 

importants dans la partie aérienne que dans les racines en quantité et teneur. Ce fait est dû au 

déroulement de la photosynthèse dans la partie aérienne. Le fait que les racines possèdent des 

teneurs en sucres insolubles relativement élevées malgré qu’elles contiennent 5 à 9 fois 

moins de sucres solubles que la partie aérienne suggère l’existence d’une migration des 

sucres des feuilles vers les racines associée à une importante utilisation de ces sucres dans la 

synthèse de paroi et membrane cellulaire de la racine.  

 La comparaison variétale montre que Achtar suivie de Saâda et Tegyey32 présentent 

l'accumulation de sucres par plante la plus faible et Saba l'accumulation de sucres la plus 

élevée (Tab. 3A). La répartition des sucres solubles et insolubles entre les racines et la partie 

aérienne diffère chez les variétés. La supériorité de Saba en accumulation de sucres (Tab. 

3A) est observée aussi bien au niveau des sucres solubles et insolubles de la plante entière et 

la partie aérienne qu’au niveau des sucres insolubles des racines (Tabx. 3B et 3C). Par contre, 

elle ne se distingue point des autres variétés au niveau des sucres solubles des racines.  
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 La proportion de sucres solubles dans les racines est plus élevée chez Achtar par 

rapport aux autres variétés bien que sa partie aérienne possède la plus faible quantité de 

sucres solubles (Tab. 3B). Ceci est confirmé chez cette variété même en terme de teneur. En 

effet, le rapport racines/partie aérienne en sucres solubles calculé à partir du Tableau 3B est 

plus élevé chez la variété Achtar (0.18) que les autres variétés (Saâda: 0.12, Saba: 0.11, 

Tegyey32: 0.12). Ce fait laisse supposer que soit cette variété exporte plus de sucres vers ces 

racines par rapport à ce qu’elle synthétise dans les feuilles soit qu’elle en synthétise peu ou 

en consomme plus dans les feuilles soit les trois à la fois. L’utilisation de marquage 

isotopique au 14CO2 permettra de tester ces hypothèses et d’estimer (i) la capacité 

photosynthètique par mesure de la quantité de 14C retrouvée dans la plante, (ii) le transfert de 

sucres vers les racines par le 14C retrouvé dans les racines ainsi que (iii) la capacité 

respiratoire par le 14CO2 dégagé par la plante au niveau racinaire et foliaire. 

 Les quatre variétés ne se distinguent pas dans le modèle de répartition des sucres 

entre la forme soluble et la forme insoluble au niveau de la plantule entière et la partie 

aérienne (Tabx. 3D et 3E). En revanche, l’examen de la répartition des sucres solubles et 

insolubles dans les racines montre l’existence d’un détournement des sucres solubles au 

profit des sucres insolubles chez la variété Saba comparée aux autres variétés (soluble: 2.8% 

et insoluble: 97.2%, Tab. 3F). 

 L'analyse des teneurs en sucres montre qu’au niveau des sucres solubles la variété 

Achtar se distingue en particulier de Saba par une teneur en sucres solubles plus faible dans 

la partie aérienne et la plante entière (Tabx. 4 et 5). Par contre, la différence en sucres 

solubles entre ces deux variétés est plus faible au niveau des racines (Tab. 6). Ceci confirme 

les faibles différences entre Achtar et Saba en quantités de sucres solubles. Au niveau des 

teneurs en sucres insolubles, de légères différences variétales sont observées qu’il s’agit de la 

plante entière, de la partie aérienne ou des racines (Tab. 5). Ceci est dû au fait que les sucres 

insolubles suivent de près la masse de matière sèche. 

 Ces observations sont en accord avec l’existence d’une protidogenèse foliaire accrue 

chez la variété Saba (chapitre 2). Dans le chapitre 2, il a été aussi supposé que cette 

protidogenèse accrue pourrait être l’indice d’une faible accumulation de glucides dans les 

racines au cas ou une compétition entre l’accumulation des glucides et la synthèse de protides 

existe et se manifeste à l’égard de la glucogenèse. Dans ce chapitre, la faible proportion des 

sucres solubles notée dans les racines (soluble: 2.8% et insoluble: 97.2%, Tab. 3F) de la 

variété Saba par rapport aux autres variétés est en faveur de cette hypothèse et montre 

l’existence d’une nette interaction entre le métabolisme du nitrate et celui des sucres. 
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 Dans nos conditions de culture, les quatre variétés présentent une absorption nette 

négative des NO3
- au début de la cinétique d'absorption (Tab. 7). Cette absorption est due à 

une supériorité de l'efflux par rapport à l'influx (Talouizte, 1990). En effet, l'influx des NO3
- 

peut être masqué par l'efflux lorsque la concentration en NO3
- du milieu extérieur ou en 

nitrates endogènes sont élevés (Chantarotwong et al., 1976; MacKown et al., 1981 et 1983; 

Kronzucker et al., 1995). L’absorption nette négative des NO3
- est suivie par une absorption 

nette positive tôt (4 h) chez la variété Achtar et seulement après 6 h chez Saâda et Saba. Par 

contre, la variété Tegyey32 continue d'exorber les NO3
- dans le milieu extérieur. Ce retard 

dans l’apparition d'une absorption nette positive au début de la cinétique peut être dû à une 

phase d'adaptation des plantules au milieu d'incubation.  

 D'après Bloom et Sukrapana (1990), le transfert des plantes d'un récipient à un autre  

provoque des perturbations au niveau des racines. Ces perturbations mécaniques se traduisent 

par une diminution de l'absorption nette suite à une stimulation de l'efflux qui peut durer 

quelques minutes à quelques heures (Aslam et al., 1996). D’autre part, selon Ter Steege et 

Stulen (1997), Ter Steege et al. (1998) et Ter Steege et al. (1999) les risques de perturbations 

de l’absorption sont élevées dans des expériences à court terme. Ces auteurs ont montré que 

non seulement l’efflux mais aussi l’influx de nitrate est altéré même si les plantules sont 

doucement manipulées. Selon ces auteurs, l’impact de la manipulation et le temps de 

rétablissement de l’absorption dépendent de la sévérité de la perturbation. Nos résultats 

concordent avec ces observations et montrent une variabilité génétique dans l’adaptation de 

l’absorption des nitrates à la manipulation.  

 Scheurwater et al. (1999) ont montré que la vitesse d’absorption des nitrates est 

élevée au milieu de la photopériode chez des espèces grasses. Ils ont également trouvé que la 

variation diurne de l’absorption est principalement due à la variation de l’influx du nitrate et 

que celle de l’efflux des nitrates ne se produit pas chez toutes les espèces. L’efflux est plus 

important à l’obscurité qu’a la lumière chez les espèces grasses qui croissent lentement 

(slow-growing grasses) et ne varie pas chez les espèces qui croissent rapidement (fast-

growing grasses). Ces observations montrent que les variations de l’absorption entre espèces 

à l’obscurité sont dues, pour une large part, aux variations de l’efflux et laissent penser que 

les différences variétales obtenues ici peuvent être aussi dues à une augmentation de l’efflux 

et une altération de l’influx.  

 L'assimilation des NO3
- contrairement à leurs absorption est relativement importante 

depuis les premières heures de la cinétique (Tab. 8). Ce résultat indique-t-il que les NO3
- 
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assimilés concernent en majorité les NO3
- pré-existant avant la cinétique? Les travaux de 

MacKown et al. (1981 et 1982) et Talouizte et al. (1984) ont montré que la réduction 

concerne les NO3
- récemment absorbés et même lorsque la plante utilise les NO3

- accumulés, 

la réduction est faible (Gojon et al., 1991). Les faibles valeurs de l’absorption obtenues ici 

(allant de –109 à + 109.2 µg) indiquent l’existence d’un efflux légèrement supérieur ou 

inférieur à l’influx. Le fait qu’a la lumière une absorption nette négative ne peut pas exclure 

totalement l'existence d'un influx des NO3
- laisse supposer qu’une réduction des nitrates peut 

avoir eu lieu aussi à partir des nitrates récemment absorbés mais la proportion de cette 

réduction et celle à partir des nitrates endogènes restent inconnue et ne peut pas être 

déterminée ici. 

 La comparaison inter-variétale montre que Achtar se distingue par une vitesse 

d'assimilation des NO3
- élevée en particulier durant les deux premières heures de la cinétique 

(Tab. 9). Cette vitesse d'assimilation élevée à 2 h serait en faveur d'une stimulation de 

l'absorption racinaire pour une durée d’absorption plus longue (4 et 6 h) chez cette variété 

(Tabx. 7 et 9). En effet, selon Davies (1986) et Ben-Zioni et al. (1971), la réduction des NO3
- 

dans les racines et les feuilles favorise l'absorption des NO3
- par l’ion OH- issu de la 

réduction du nitrate racinaire ou par l’ion HCO3
- résultant du fonctionnement du pH-stat 

foliaire (Kirkby et Armstrong, 1980; Talouizte et al., 1989 et 1990; Touraine et al., 1992). 

Cependant, d’après Butz et Jackson (1977) l’absorption et la réduction pourraient faire 

intervenir un même complexe enzymatique capable d’assurer simultanément le transport et la 

réduction des nitrates. D’autres observations suggèrent que la réduction serait plutôt 

commandée par l’absorption du fait que la quantité réduite représente une fraction constante 

de la quantité absorbée (Chantarotwong et al., 1976; Shaner et Boyer, 1976; MacKown et al., 

1981). Plusieurs autres arguments expérimentaux supposent que l’absorption et la réduction 

sont indépendamment régulées (MacKown et al., 1982; Morgan et al., 1985). Pour concilier 

l’ensemble de ces observations Morgan et al. (1985) suggère que l’absorption et la réduction 

font intervenir deux protéines distinctes inductibles par le nitrate.  

 Dans le présent travail, le fait qu’un accroissement progressif de la réduction obtenu 

durant les 6 h est suivie par une augmentation de l’absorption chez toutes les variétés, 

excepté Tegyey32, suggère une étroite relation entre l’absorption et la réduction qui semble 

suivre de très près l’absorption. Toutefois, ce fait ne permet pas de confirmer si l’absorption 

suit la réduction ou c’est la réduction qui suit l’absorption. 
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 On ne peut non plus confirmer si la manipulation des plantules affecte directement 

l’absorption via son effet sur l’influx et l’efflux qui peuvent agir aussi sur la réduction ou 

bien indirectement via son effet sur la réduction qui peut influencer l’influx et l’efflux ou 

bien que le stress mécanique affecte indépendamment les processus d’absorption et réduction 

des nitrates. La translocation des nitrates et la réduction foliaire des NO3
- et du CO2 sont-elles 

aussi affectées? La réponse de ces processus au stress mécanique affectent-elles, et dans 

quelle limite, la réponse des processus d’absorption des nitrates?  
 Dans le présent travail, les faibles capacités d'absorption tendent à disparaître chez les 

quatre variétés, à l’exception de Tegyey32, au fur et à mesure que le séjour des plantules sur 

solution d’incubation est prolongé. Ce comportement vis à vis des NO3
- légèrement différent 

chez les quatre variétés peut-il être aussi expliqué par l'état azoté des plantes avant la période 

d’absorption (MacKown et al., 1981). En effet, l'absorption des NO3
- est fortement 

influencée par les teneurs en azote minéral et organique des plantes. En effet, les NO3
- sont 

capables d'exercer un contrôle par Feed back de l'absorption (King et al., 1993). Selon 

Jackson et al. (1976), des concentrations élevées en NO3
- endogènes diminuent l'absorption 

nette en favorisant l'efflux des NO3
- vers le milieu extérieur. Talouizte et al. (1986) et King et 

al. (1993) suggèrent que l'augmentation de la concentration des NO3
- dans les tissus des 

plantes peut être un inhibiteur de l'absorption nette des NO3
-. Les NO3

- accumulés dans les 

racines peuvent inhiber l'absorption nette des NO3
- en favorisant l'efflux des NO3

- vers le 

milieu extérieur. D'après plusieurs auteurs (Breteler et Nissen, 1982; Deane Drummond et 

Glass, 1983; Chaillou et al., 1994), ce contrôle de l'absorption nette par la concentration 

interne des NO3
- se fait plutôt par l'efflux que par l'influx. La détermination de l'azote soluble 

et insoluble chez les quatre variétés (BenDriss Amraoui et al., 1998b, chapitre 2) montre que 

les variétés ne se distinguent pas en azote organique soluble ni même en NO3
- endogène au 

niveau des racines. Ce fait concorde avec les faibles différences variétales d’absorption des 

NO3
- retrouvées même après 6 h.  

 Par ailleurs, selon Ben-Zioni et al. (1971) la vitesse de réduction des nitrates dans les 

feuilles contrôle l’absorption des nitrates par les racines. Récemment, Lainé et al. (1995) 

suggèrent que la partie aérienne contrôle principalement l'absorption des NO3
- par les racines 

du fait qu’une corrélation négative et significative existe entre la teneur en NO3
- de la partie 

aérienne et l'absorption. Toutefois, le mécanisme de ce contrôle reste non identifié. Le fait 

que le nitrate foliaire n’est pas re-transporté vers les racines suggère que ce contrôle par le 

nitrate peut se faire par les produits de son assimilation (acides aminés ou acides organiques, 

Touraine et al., 1988, 1992; Muller et Touraine, 1992; Muller et al., 1995). La variété 
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Tegyey32 qui se distingue des autres variétés par une absorption nette négative des NO3
- 

(efflux plus important que l’influx) pendant toute la cinétique (Tab. 7) montre également une 

supériorité quant à l'accumulation des NO3
- foliaires. D’autre part, la variété Saba qui 

présente une très faible teneur en N organique foliaire (chapitre 2) montre une absorption 

non négative (nulle) pendant les 4 premières heures suivie de la plus importante absorption à 

6 h (+ 109 µg/plante).  

 Ce comportement de Saba rappelle celui du soja en phase de croissance végétative ou 

la réduction foliaire de nitrate est élevée, entraînant une forte production d’acides organiques 

et d’acides aminés. Les acides organiques sont majoritairement exportés vers les racines, 

alors qu’une grande partie des acides aminés est utilisée localement, pour la synthèse de 

protéique (Imsande et Touraine, 1994). Il en résulte une stimulation de l’absorption par 

augmentation de la disponibilité de HCO3
- dans les racines. Quand la synthèse protéique 

foliaire est faible et/ou la remobilisation des protéines est élevée, les acides aminés foliaires 

libres sont injectés dans le pool circulant de la plante. Simultanément à l’accroissement de 

l’exportation des acides aminés vers les racines, si la réduction foliaire de NO3
- décline 

pendant ce temps, la production nette d’acides organiques dans les feuilles baisse et la 

disponibilité de HCO3
- dans les racines chute, entraînant une diminution de l’absorption. Ce 

dernier cas rappelle celui de Tegyey32.  

 Ensemble, ces observations concordent avec ceux de Touraine et al. (1992), Muller et 

Touraine (1992), Lainé et al. (1995) et Muller et al. (1995). Elles montrent que l'absorption 

des NO3
- est influencée par les teneurs en nitrates, en N organique soluble et acides 

organiques foliaires. Cependant, il serait important de voir si cette influence sur l’absorption 

concerne uniquement l’influx (Ben-Zioni et al., 1971; Muller et al., 1995) ou bien l’influx et 

l’efflux qui en résulte. 
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Conclusion 
 
 En conclusion, l’analyse des paramètres morphophysiologiques de base de la 

production de matière sèche révèle une différence dans le comportement des génotypes 

étudiés (chapitre 1). Le suivi de l'élongation foliaire montre qu’une liaison négative entre le 

rythme d’apparition de la F3 et F4 et l’élongation de la F1 et F2 existe chez toutes les variétés, 

à l’exception de Saba. Une différence remarquable existe aussi entre Achtar et les autres 

variétés au niveau de l’élongation foliaire, et en particulier celle des feuilles de rang 1 et 2, 

tandis que pour les feuilles de rang 3 et 4, l'écart d’élongation entre Achtar et les variétés 

Saâda et Tegyey32 diminue. La croissance n'est cependant pas moins importante chez Achtar 

du fait qu’elle présente une surface foliaire similaire à celle de la variété Saba, et plus élevée 

que celle des variétés Saâda et Tegyey32. Il en résulte que l'utilisation du critère surface 

foliaire pour évaluer la croissance est préférable à l'élongation du fait que c'est un paramètre 

qui tient compte de la longueur et de la largeur de la feuille et donne donc plus d’information 

sur la variété. L'examen de la teneur en eau relative des plantules ne permet pas de distinguer 

les quatre variétés. Cependant la variété Tegyey32 présente une transpiration élevée liée 

probablement à une absorption d’eau accrue.  

 La faible accumulation de matière sèche, en particulier de la partie aérienne, chez 

Achtar par rapport à Saba malgré une similitude en surface foliaire nous laisse suggérer que la 

partie aérienne de Achtar a probablement des parois cellulaires moins épaisses et moins 

rigides que chez Saba. 

 L'accumulation des nitrates prédomine dans la partie aérienne par rapport aux racines 

et est la conséquence d’un flux de nitrate accru vers les feuilles à partir des racines. Elle est 

importante chez Tegyey32 par rapport aux autres variétés et coïncide bien avec une 

transpiration élevée notée chez cette variété. L'analyse des composés azotés indique que seule 

la variété Saba se distingue des autres variétés par des teneurs faibles en azote total et surtout 

soluble au niveau des feuilles (chapitre 2). Cette faible accumulation de l'azote soluble dans 

les feuilles de Saba résulterait probablement d'une protidogenèse foliaire accrue associée aux 

processus de transport accru de l'azote soluble des racines vers la partie aérienne. 

 La répartition des sucres entre la forme soluble et insoluble dans les racines et dans la 

partie aérienne diffère d'une variété à une autre. Saba accumule plus de sucres insolubles dans 

les racines et la partie aérienne et plus de sucres solubles seulement dans la partie aérienne 

que Achtar, tandis que Saâda et Tegyey32 accumulent des quantités intermédiaires. Dans la 

présente étude, la faible proportion des sucres solubles notée dans les racines (soluble: 2.8% 
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contre l’insoluble: 97.2%, Tab. 3F) de Saba comparée aux autres variétés témoigne de 

l’existence d’une synthèse de protides accrue probablement en faveur de celle détectée dans 

les feuilles de cette variété (chapitre 2). Ces observations confirment notre hypothèse selon 

laquelle, chez Saba, les parois cellulaires de la partie aérienne, au dépend du système 

racinaire, sont plus épaisses et rigides que chez Achtar. Les analyses de l’efflux des nitrates à 

partir du système racinaire chez ces variétés sont aussi en faveur de cette suggestion 

(chapitres 4, 5, 7 et 8).  

 Bien que les résultats de l'absorption des nitrates montrent de faible différences 

variétales, la variété Achtar assimile plus de nitrates que les autres variétés. Par ailleurs, le fait 

que les quatre variétés de blé présentent des différences significatives en nitrates, en azote 

organique soluble et en sucres solubles uniquement au niveau foliaire suggère l’existence 

d’une différence variétale dans l’assimilation foliaire des nitrates. Malgré que Achtar possède 

une teneur en azote organique soluble semblable à celle de Saâda et Tegyey32 et supérieure à 

celle de Saba, cette variété présente dans sa partie aérienne les plus faibles teneurs en nitrates 

et en sucres solubles comparée aux autres variétés. Ce fait concorde avec l’estimation de la 

réduction après une courte période d’absorption chez Achtar (Tab. 8). Il suggère une 

importante assimilation des nitrates dans les feuilles et/ou dans les racines associée à un 

important transfert d’azote organique soluble vers la partie aérienne chez cette variété. 
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Résumé 
 
 L’influence des sels, de la lumière et l’obscurité sur la perte de N-NO3

- a été étudié 

sur quatre variété marocaines de blé (Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba et 

Tegyey32). A la lumière, les pertes de N-NO3
- dans l’eau étaient relativement semblables 

chez toutes les variétés. Les sels à la lumière réduisent la perte de nitrate à partir des racines 

de Achtar, Saâda et Tegyey32, et l’augmentent à partir des racines de Saba, comparés à l’eau 

durant 8 h. A l’obscurité, les sels réduisent la perte de nitrate à partir des racines de Achtar 

durant 8 h, mais l’augmentent à partir des racines de Saâda (6 h), Saba (8 h) et Tegyey32 (4 

h) comparés à l’eau. Les sels à l’obscurité augmentent les pertes de nitrate relativement à la 

lumière chez Saâda, et Tegyey32 (8 h), chez Saba (pour 2 h) et Achtar (après 6 h). D’autre 

part, l’effet stimulateur de l’eau est favorisé lentement pour toutes les variétés à l’obscurité 

comparée à la lumière. Nos résultats suggèrent l’existence d’une variabilité génétique dans la 

relation entre les sels et la perte de nitrate qui dépend de la lumière. Dans cette étude, les 

différences variétales en pertes de N-NO3
- sont discutées. 

 

Mots clés: lumière; efflux du nitrate; sels; blé 
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Abstract 
 
 The influence of salts, light and darkness on root NO3

--N loss has been studied on 

four varieties of Moroccan wheat (Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba and 

Tegyey32). In light, NO3
--N losses in water were relatively similar in all varieties. Salts in 

light reduced nitrate loss from roots of Achtar, Saâda and Tegyey32, and increased from 

roots of Saba, as compared to water, during 8 h. In the dark, salts reduced nitrate loss from 

roots of Achtar during 8 h, but increased from roots of Saâda (6 h), Saba (8 h) and Tegyey32 

(4 h) as compared to water. Salts in the dark increase nitrate losses relative to light in Saâda, 

and Tegyey32 (8 h), in Saba (for 2 h) and in Achtar (after 6 h). On the other hand, the 

increasing effect of water developed slowly in the dark period for all varieties as compared to 

light. Our result suggests the existence of genetic variability in the relation between salts and 

nitrate loss which depends on light. In this study, the varietal differences in the root losses of 

NO3
--N is discussed. 

 

Key words: Light; nitrate efflux; salts; wheat 
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Introduction  
 
 NO3

- is a widespread water pollutant in many agricultural regions (McLay et al., 

1991) where it is the principal source of nitrogen for plant growth (Kleinhofs and Warner, 

1990). Nitrate losses in the plant root zone from root are probably less than leaching losses, 

but are important because of the minimal concentrations required to support eutrophication 

(0.3 mg/l: Sawyer, 1947). High rainfall and/or irrigation on well-drained agricultural soils, 

especially sandy soils, can lead to extensive nitrate movement below the plant root zone 

(Hubbard et al., 1989) and cause toxicity problems for the consumer (methemoglobia) if 

NO3
- concentration in water exceeds the drinking water standard (Willis et al., 1997). The 

application of modern agronomical techniques allows already to reduce losses of nitrate 

considerably (Leterme et al., 1997). However, in case of cultures whose levying and stocking 

capacities of nitrogen are low, a low contribution of nitrogenous fertilizer can be behind 

remainders of important mineral nitrogen in superficial layers of the ground driving to an 

increase of risks of N losses by leakage (Simon and Le Corre, 1992). Thus, in the future, 

means of action would have to be essentially turned to the genetics to drive to the elaboration 

of thriftier varieties in nitrogen which are more efficient in nitrate use. At the present time, a 

better way to avoid the waste of fertilizer and NO3
- pollution is the use of varieties that are 

efficient in capture and stocking of nitrate. Thus, investigations of the physiological effects 

of some environmental factors on NO3
- losses may provide information for new strategies of 

varietal selection adapted to appropriated technical itineraries. Unfortunately, in our country, 

few studies (M’sehli, 1999) on NO3
- pollution have been performed under field or controlled 

conditions with Moroccan wheat varieties. For this reason and so as to better know capacities 

of nitrate stocking of some Moroccan varieties we will study the effect of some 

environmental factors on NO3
--N loss from four wheat varieties: Achtar, Saâda, Saba and 

Tegyey32, which are more important in Morocco. The aim of the present paper was to 

examine the effect of salts alone or in combination with darkness on NO3
--N losses from 

roots of Moroccan wheat varieties.  
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Materials and methods 
 
Plant material and growing conditions  

 Wheat seeds (Triticum aestivum L., var. Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32) 

disinfected for 5 min in sodium hypochlorite (37 g/l) were soaked for 8 h in distilled water 

and then allowed to germinate for 6 days on moist cheesecloth in darkness at 18 to 20 °C. 

Seedlings were planted in groups of 25 in plastic holders and placed in 5 litres NO3
- solution. 

The NO3
- solution at pH 5.5 contained 3 mM KNO3, 2.5 mM Ca(NO3)2, 0.75 mM KH2PO4, 

0.25 mM K2HPO4, 0.2 mM NaCl, 0.75 mM MgSO4, 10 µM MnCl2, 6 µM ZnSO4, 48.5 µM 

H3BO4, 16.5 µM Na2MoO4, 0.5 µM CuSO4. Iron was added as 10 mg of Fe3+-EDTA per litre 

of NO3
- solution. Solutions were constantly aerated and changed every three days. Growth 

was carried out in controlled chamber where light was applied during a 16 h photoperiod by 

white fluorescent bulbs (mixolamp 160W) and tubes (40W) to give 2000 lux at pot level. 

Temperature was maintained at 21°C in light period and 18°C in dark period. Relative 

humidity was about 65%. 

Plant treatments 

 On the 21th day after soaking, 3 h after the start of the light period, four intact plants 

roots of each variety were rinsed three times with distilled water and placed under light or 

dark conditions in a test tube containing 40 ml of distilled water or 40 ml of salt solution, at 

pH 5.5, similar to the complete nutrient solution except that 3 mM KCl and 2.5 mM CaSO4 

were used to replace the nitrate salts. The solutions were constantly aerated. At the end of the 

first hour, the roots were placed in another 40 ml of the identical solution for 1 h. The 

sequence was continued through 2-8 h and the medium was changed every two hours. At the 

end of the experimental period (8 h), the seedlings were removed; roots and shoots were 

excised, dried and weighed. Tissue nitrate and soluble sugars before transfer of seedlings (at 

0 h) to bathing solution were extracted from roots and shoots separately with cold methanol: 

chloroform: H20 (12: 5: 3 v/v/v). NO3
--N leaked out from the roots to the solutions at 

different times were concentrated separately in 2 ml of distilled water and determined 

together with tissue nitrate according to the method of Cataldo et al. (1975). Soluble sugar 

was assayed by the anthrone method (Halhoul and Kleinberg, 1972). To estimate the 

transpiration, four plants were placed in test tube containing 40 ml of salt solution. Then, 

solution was hermetically sealed to avoid water losses by evaporation. Transpiration was 

determined from variation of weight of plant-solution system during the experimental period 

(8 h). At the end of experiment, total leaf area of each plant was measured with an image 
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analyser. For each of the four varieties four repetitions (each of four plants) were realized for 

each of the four treatments. For each repetition five determinations were made during the 

time with the same plants. In the Figures, nitrate loss is given in µg NO3
--N loss per root dry 

weight and soluble sugar in µg of glucose equivalents per gram dry weight. The data were 

analysed by ANOVA (analysis of variance) to prove the significant difference between 

varieties and between treatments. Standard errors were calculated for all means and where no 

error bars appear, the standard error falls within the size of the symbol.  



 

 

138

 

Results and discussion  
 
 Nitrate is not only reduced, it may be also exported in the xylem, accumulate in, 

and/or leak out from the root tissues to the soil (Grignon et al., 1997). Many studies have 

been reported on NO3
- losses from root and on the effects of environmental factors on this 

process (Minotti et al., 1968; Scaife and Schloemer, 1994; Aslam et al., 1995), but little 

information is available on the genetic variability in NO3
- losses from roots and neither the 

mechanism nor the physiological significance of nitrate efflux is currently well understood 

(Kleinhofs and Warner, 1990). However, as it was reported for nitrate reduction and for its 

partitioning between root and shoot by Andrews (1986) and for NO3
- efflux by Aslam et al. 

(1995), it’s possible that NO3
- losses may vary with species and also from a variety to an 

other and probably may be also influenced by the growth rate and the size of seedlings 

depending essentially on nitrate metabolization and translocation from roots. 

 Efflux from roots following transfer to nitrate-free medium was very variable and was 

found to depend on variety and treatment (Fig. 1). In general, cumulative nitrate efflux 

increases gradually in water during the experimental period, whereas in salts it increases less 

intensively.  A net nitrate efflux could be detected after nitrate removal with the largest efflux 

occurring during the first 2 h. Then, it decreases and becomes low after this time. This 

decline is due probably to diminution of cytoplasmic nitrate pool in the roots because it is 

small relative to the vacuole and the efflux from the vacuole into the cytoplasm is slower 

than efflux from the cytoplasmic pool into the external medium (Kleinhofs and Warner, 

1990). It may be also due to inactivation or degradation of the membrane protein responsible 

for nitrate efflux as reported by Van der Leij et al. (1998).  

 Since the apoplastic N release precedes that of the cytoplasmic pool and the 

cytoplasmic pool may be replaced completely after 34 min as observed by Deane-Drummond 

and Glass (1982) in barley, the apoplastic N release may occur certainly here before or 

during 34 min and thus may not be estimated here even from data of the first hour. In salts, 

nitrate loss was stimulated for Saba (in light and dark) and reduced for Achtar (in light and 

dark), Saâda and Tegyey32 (in light). Furthermore, we found typical effects of dark on 

nitrate efflux only for Saâda in salts and Tegyey32 in all solutions, but for Achtar and Saba 

dark has no effects on nitrate efflux for both mediums. This suggests that nitrate efflux 

channels are not only under the control of light and photosynthesis via nitrate reduction in 

saline environment, but may also depend on salinity and variety as it has been found for pH 

by Aslam et al. (1995) who have reported that the conditions under which nitrate efflux 
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channels open and close vary with the species. 

 In light, roots lost similar amount of NO3
--N during the first hour and the last 7 hours 

in all solutions for all varieties, except for Saba in salts (Figs. 2A and 2B). However, for both 

periods, there were no significant differences in NO3
--N losses in water between the varieties, 

except between Saâda and Tegyey32 in the first hour, whereas in salts, Saba lost significantly 

more NO3
--N than the other varieties and Saâda lost more NO3

--N than Achtar and Tegyey32 

(Figs. 2A and 2B). Salts reduced significantly nitrate loss from roots of Achtar and Tegyey32 

during the experiment, but increased significantly this parameter for Saba, as compared with 

water, especially in the last 7 hours of treatment. In Saâda, salts reduced nitrate loss relative 

to water during the experiment (Fig. 1), but nitrate loss in salts did not differ from that in 

water at the last 7 hours (Fig. 2B). It was due to the fact that in Saâda after the first hour NO3
- 

loss increased at similar rate in both mediums during the remainder of experiment (Figs. 1 

and 2A).  

 This varietal difference in NO3
--N loss in salts may be due to differences in the effects 

of salts on factors which are involved in the control of influx and efflux of NO3
-, and whose 

effects on nitrate flux have been amply demonstrated by several authors (Minotti et al., 1968; 

Jackson et al., 1976; Kleinhofs and Warner, 1990; Aslam et al., 1995; Grignon et al., 1997). 

For example, the increases of nitrate reductase activity, which are associated with high ionic 

strength (Champigny, 1995), may vary with genotypes and so may produce variation in 

nitrate loss. Since efflux is a function of internal NO3
- concentration (Aslam et al., 1995), it 

follows that these differences may be due to varietal variation in internal NO3
-. Before 

transfer (at 0 h) of seedlings to bathing solution, neither root NO3
- nor root soluble sugar 

concentration vary significantly among varieties (Fig. 3) and no one may reflect variation of 

NO3
- loss found between our varieties. Initial nitrate concentration did not give an indication 

of the nitrate efflux, because small increase in root nitrate may be associated with a marked 

increase in nitrate efflux, as reported by Jackson et al. (1976). This suggests that probably 

little if any changes in nitrate reductase activity in response to removal of nitrate supply will 

occur during the 8 h of experiment. 

 It is well documented that mineral ions such as Ca2+, NO3
- in addition to the amount 

of phytohormones, are involved in the regulation of water flux through the plant (Gollan et 

al., 1992; Barthes et al., 1996). In the absence of ions, water flux and probably transpiration 

were considerably reduced (Barthes et al., 1996). But, the changes in the hydraulic 

conductivity and hence transpiration rate, which are associated with nutrient starvation, 

appear after several days (Carvajal et al., 1996) and so are unlikely to be important here 
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during 8 h and may not reflect varietal difference in NO3
--N loss noted here. Nevertheless, in 

the Figure 4, which shows leaf area and transpiration rate of seedlings in salts after nitrate 

removal, transpiration rate is different from variety to another in spite of a similarity in leaf 

area. Transpiration of Tegyey32 was higher than those of Achtar, Saâda and Saba. Tegyey32 

transpires highly and loses low amount of nitrate, whereas Saâda and Saba transpire weakly 

and lost high amount of nitrate and Achtar transpires weakly, just as Saâda and Saba, but 

loses low quantity of nitrate compared to Saâda and Saba (Figs. 1 and 4), indicating that 

nitrate loss is not entirely a function of transpiration and water use efficiency. Recently, it has 

been determined that variations of nitrate uptake during a 24 h dark/light cycle are not due to 

variations of transpiration (Le Bot and Kirkby, 1992; Delhon et al., 1995) but are attributed 

to diurnal variation of nitrate reduction (Scaife and Schloemer, 1994). Furthermore, Delhon 

et al. (1995) have reported that the upholding of transpiration at constant level doesn’t 

abolish inhibition of net nitrate uptake (i.e. decreased influx and/or enhanced efflux) in dark, 

although it decreases both accumulation of nitrate and reduced nitrogen in the root, indicating 

that transpiration may affect nitrate uptake only via nitrate efflux. In our opinion, the 

changing levels of transpiration and nitrate reduction - both singly and/or in interaction - 

affect nitrate loss, but the contribution of each of the two processes to variation of nitrate 

loss, which vary probably widely with genotype, may not be determined here. 

 Nevertheless, this contrasting nitrate-N release in salts can be due to different 

membrane stability of the roots cells in the individual genotypes, according to their salt 

tolerance. The magnitude of salt tolerance of the root cells would be dependent upon factors 

and processes which are involved in salts uptake (for more details see Yeo, 1994). If the plant 

has a large capacity for nutrient acquisition combined with high selectivity between NO3
- and 

Cl-, Cl- uptake may be restricted (i.e. reduced influx and/or increased efflux of Cl-) by NO3
- 

flux differences (i.e. enhanced influx or decreased efflux of nitrate) across the plasma 

membrane as reported for instance between potassium and sodium by Hasegawa et al. 

(1994). In our work, since all experiments are achieved in nitrate free-solution, it follows that 

restriction of Cl- uptake may occur here only by a decline of nitrate efflux. Decreased nitrate 

efflux of Achtar and Tegyey32 roots may be originated from restriction of Cl- uptake in 

comparison to Saba and Saâda roots. On the other hand, since 3 mM KNO3 and 2.5 mM 

Ca(NO3)2 were replaced by 3 mM KCl and 2.5 mM CaSO4, Cl- uptake may increase and Cl- 

may replace rapidly nitrate in the xylem as suggested by Van der Leij et al. (1998) and so 

may increase more nitrate loss (as for Saba and Sâada) by diminution of nitrate translocation 

from roots. More detailed analysis of Cl- in the root medium (water, salts) is needed to 
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investigate this possibility. 

 In the dark, NO3
--N loss in salts in contrast to water increased rapidly for all varieties, 

except for Achtar (Figs. 1, 2C and 2D). In the first hour, as compared to water, salts increase 

significantly NO3
--N loss from Saâda, Saba and Tegyey32, but don’t affect that from Achtar 

which remains significantly low (compared to Saâda, Saba and Tegyey32, Fig. 2C). During 

the last 7 hours, salts reduced significantly NO3
--N loss from all varieties as compared with 

water (Fig. 2D). It was due to an increase and a decrease of N-loss, respectively, in water and 

salts (compared to the first hour) for Saâda, Saba and Tegyey32 and only to an increase of 

loss in water for Achtar (Figs. 2C and 2D). Since nitrate efflux in salts from Saâda, Saba and 

Tegyey32, in contrast to Achtar, decreases rapidly after the first hour and becomes low in the 

last 7 hours (Figs. 2B, 2C and 2D) Saba’s salty roots appear to have lost more nitrate in light 

than in dark in the last 7 hours because they have lost in dark nearly all of their cytoplasmic 

nitrate pool in the first hour. Deng et al. (1990) have reported that the activity and synthesis 

of nitrate reductase protein are driven by circadian rhythms which lead to transitory nitrate 

accumulation during dark period and thus to an increase of nitrate loss. The increases in the 

amount of NO3
--N release in dark for both mediums may arise from an energy (ATP, NADH, 

sucrose) alteration that may decrease nitrate reduction and translocation from roots to shoots. 

It may also due to dark inactivation of nitrate reductase protein by phosphorylation as 

reported by MacKintosh et al. (1995) and perhaps weakly to diminution of transpiration in 

dark. However, the largest increases in the rate of NO3
--N release by salts for Saâda, Saba 

and Tegyey32 may result also from this changes, but the reasons for the existence of rate 

nitrate loss differences between salts and water are not understood and could result from the 

presence of magnesium salts in the medium which may affect the maximal rate of reaction of 

NR inactivation in dark (MacKintosh et al., 1995; Faure et al., 1997). On the other hand, the 

contrasting nitrate-N release between Achtar and the other varieties in salts-dark treatment is 

due neither to internal nitrate concentration nor to transpiration but may be caused by 

differences in: (a) NO3
--N accumulation in cell free space and cell wall, as reported by 

Minotti et al. (1968) and Touraine and Grignon (1981) (b) root apoplastic water fraction, 

which vary widely with species and varieties (Gunasekera and Berkowitz, 1992) (c) the 

response of NR activity (Champigny, 1995) and xylem translocation (Hoarau et al., 1996; 

Barthes et al., 1996) to salts (d) maintenance of fast nitrate transport, reduction and retention 

in roots by carbohydrate reserves as has been pointed out by Touraine and Grignon (1981) 

and Talouizte et al. (1987). Further studies are needed to elucidate these assumptions to 

understand well how salts affect nitrate loss and how these varietal differences in nitrate 
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leakage and perhaps in salt tolerance exist. Nevertheless, if one wishes to select for improved 

plant performance (in nitrate use and stoking), interactions between water and nitrate use and 

between nitrate loss and salt uptake should be studied in saline environment. Research into 

these interactions may help to select and elaborate efficient genotypes in nitrate use, which 

may contribute mainly to prevent nitrate pollution and safeguard our environment. 
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 L’objectif majeur de ce travail est la description des potentialités physiologiques de 

quatre variétés marocaines de blé tendre. L’étude du métabolisme de l’azote et du 

métabolisme du carbone m’est parue nécessaire du fait de leurs importances dans la 

croissance du végétal. L’étude de l’utilisation du nitrate a en particulier retenu mon attention 

pour deux raisons. La première c’est parce qu’elle constitue l’étape clé du métabolisme de 

l’azote (Solomonson et Barber, 1990; Campbell, 1999); et la seconde c’est parce que le nitrate 

affecte beaucoup le métabolisme du carbone et la croissance (Stitt et Steup, 1985; Pollock et 

Cairns, 1991; Van Quy et al., 1991; Van Quy et Champigny, 1992; Huppe et Turpin, 1994; 

Champigny, 1995; Améziane et al., 1997; Limami et Améziane, 1997; BenDriss Amraoui et 

Talouizte, 2001). Notre curiosité a été stimulée par l’existence de lacunes considérables dans 

nos connaissances fondamentales sur les processus d’acquisition du nitrate, en particulier 

l’efflux du nitrate. 

 La présentation adopté pour ce travail m’a conduit à discuter les résultats à la fin de 

chacun des chapitres. Je ne retiendrai donc dans ces conclusions générales que les données 

permettant de dégager certaines particularités du métabolisme des variétés de blé étudiées. 

 L’examen des résultats relatifs à la croissance indique que les variétés se distinguent 

les unes des autres. Saâda, Saba et Tegyey32 se différencient de la variété Achtar par une 

élongation foliaire plus importante. En revanche, Achtar et Saba possèdent une surface 

foliaire similaire et élevée comparées à Saâda et Tegyey32. Saâda et Tegyey32 présentent des 

surfaces foliaires similaires. A l’opposé de la partie aérienne, l’examen des racines montre 

que la variété Achtar se distingue par un système racinaire plus long que les autres variétés 

(résultats non présentés).  

 L’accumulation des nitrates prédomine dans la partie aérienne par rapport aux 

racines. Elle est importante chez Tegyey32 par rapport aux autres variétés. L’analyse de 

l’azote organique montre que le modèle de répartition de l’azote organique entre la forme 

soluble et insoluble des feuilles et des racines est similaire chez les variétés Achtar, Saâda, et 

Tegyey32. Par contre, la variété Saba se distingue de ces variétés par un modèle de 

répartition de l’azote organique entre la forme soluble et la forme insoluble différent, 

suggérant une protidogenèse foliaire accrue au dépend des racines chez cette variété (azote 

soluble faible et azote insoluble élevé).  

 La répartition des sucres entre la forme soluble et insoluble dans les racines et dans la 

partie aérienne diffère d'une variété à une autre. Saba accumule plus de sucres insolubles 

dans les racines et la partie aérienne et plus de sucres solubles seulement dans la partie 

aérienne que Achtar, tandis que Saâda et Tegyey32 accumulent des quantités intermédiaires. 
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La faible proportion des sucres solubles notée dans les racines de Saba (soluble: 2.8% et 

insoluble: 97.2%) par rapport aux autres variétés est en faveur de l’existence d’une 

protidogenèse foliaire accrue comme on l’a montré dans l’analyse des différentes formes 

d’azote chez cette variété. Ceci suggère aussi une faible translocation des sucres vers les 

racines. 

 Le fait que la variété Achtar possède une teneur en azote réduit soluble semblable à 

celle de Saâda et Tegyey32 et supérieure à celle de Saba, et présente dans sa partie aérienne 

les plus faibles teneurs en nitrates et en sucres solubles comparée aux autres variétés montre 

l’existence d’une différence entre ces variétés dans l’assimilation des nitrates et sa répartition 

entre les racines et les feuilles. Ceci suggère une variation variétale dans la translocation des 

glucides vers les racines associée à une variation variétale dans la translocation de nitrates 

vers les feuilles. D’autre part, bien que les variétés présentent une similitude dans 

l'absorption des nitrates, la variété Achtar assimile plus de nitrates que les autres variétés au 

cours d’une période d’absorption de 8 h. Ces observations sont en faveur d’une importante 

assimilation des nitrates dans les feuilles et/ou un important transport d’azote réduit vers la 

partie aérienne associé à une importante assimilation dans les racines chez la variété Achtar. 

Toutefois, le fait que Achtar accumulent plus de sucres solubles dans ces racines et moins de 

nitrates et sucres solubles dans sa partie aérienne que Saba est en faveur de la seconde 

hypothèse et suggère une importante translocation des glucides vers les racines associée à 

une faible translocation de nitrates vers les feuilles chez Achtar. 

 Les faibles quantités de nitrates absorbés ainsi que les faibles différences variétales 

relatives à l’absorption de NO3
- nous a poussé à vérifier si l’efflux du nitrate se comporte 

comme l’absorption nette, résultante de l’influx et de l’efflux, malgré que les variétés 

différent dans l’assimilation de NO3
-, le modèle de répartition de l’azote et du carbone entre la 

forme soluble et insoluble et dans la croissance de la partie aérienne.  

 Les résultats présentés dans le chapitre 4 montre que l’efflux est stimulé à l’obscurité 

chez toutes les variétés par rapport à la lumière. Cet effet est rapide sur sels et lent sur eau 

distillée. Ceci suggère une activation des systèmes de l’efflux par les ions de la solution 

associée probablement à l’inactivation de la NR à l’obscurité. A la lumière, les pertes de NO3
- 

dans l’eau sont relativement semblables chez toutes les variétés, par contre sur sels elles sont 

réduites chez Achtar, Saâda et Tegyey32, et stimulées chez Saba, comparés à l’eau. A 

l’obscurité, les sels réduisent l’efflux de NO3
- chez Achtar, mais l’augmentent chez Saâda, 

Saba et Tegyey32, comparés à l’eau. Ces résultats suggèrent l’existence d’une variabilité 

génétique dans la relation entre les sels et l’efflux du nitrate qui dépend de la lumière. Ils 
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montrent également que l’efflux de NO3
- de la variété Saba est sensible aux sels (stimulé à la 

lumière et à l’obscurité) par rapport à celui de la variété Achtar (réduit à la lumière et à 

l’obscurité), tandis que le système de l’efflux de Saâda et Tegyey32 montre un comportement 

intermédiaire (réduit à la lumière et stimulé à l’obscurité). Ces différences entre variétés ont 

été expliquées par des différences dans la stabilité membranaire des cellules racinaires aux 

sels ainsi que dans la réduction des nitrates et la translocation de l’azote vers les feuilles. Le 

comportement opposé des variétés Achtar et Saba quant à l’efflux sur sels est en accord avec 

les différences variétales dans l’assimilation et la translocation des nitrates reportées en haut 

et suggèrent que la variété Achtar a un influx plus faible que celui de Saba du fait que les 

deux variétés ne se distinguent pas dans leur absorption nette de nitrate. Chez l’épinard, les 

signaux reliés à la VCR détermine d’une manière prédominante les flux de nitrates. A une 

VCR élevée (0.25g.g-1.jour-1), l’influx du nitrate est de 20 à 40% plus faible et l’efflux de 

nitrate est de 50 à 70% plus faible qu’à une faible VCR (0.17g.g-1.jour-1) (Ter Steege et al., 

1999). Le rapport efflux/influx diminue de 0.5 à faible VCR à 0.2 à une VCR élevée. Nos 

résultats montrent que chez le blé tendre l’influx et l’efflux varient dans le même sens comme 

chez l’épinard et suggèrent selon les observations de Ter Steege et al. (1999) une VCR plus 

élevée chez Achtar que chez Saba. 

 La comparaison de l’efflux du NO3
- en présence et en absence de KCl confirme le 

comportement du système de l’efflux des variétés vis à vis des sels et montre que l’effet des 

sels observé précédemment est dû au KCl. Cet effet est dû à la présence simultanée de K+ et 

Cl- car quand K+ est remplacé par Ca2+ l’effet de Cl- tend à s’annuler. C’est donc un effet 

ionique généré par l’influx de K+ sur l’efflux de NO3
- impliquant l’influx de Cl- et la lumière. 

Les différences variétales dans la réponse de l’efflux au KCl peuvent être expliquées par des 

différences d’absorption de K+ et Cl- ou seulement de Cl-. Selon la première hypothèse, Saba 

aurait la plus forte capacité d’absorption de K+ et Cl-, Achtar la plus faible et Saâda et 

Tegyey32 une capacité intermédiaire. Le fait que la variété Achtar possède une importante 

activité peroxydase ionique racinaire, comparée à Saâda (Aouad et al., 1998), associée à une 

importante lignification et rigidification des parois cellulaires des racines (Olmos et al., 1994; 

Gossett et al., 1994) peut engendrer chez cette variété une stabilité membranaire élevée vis à 

vis des sels (faible absorption de K+ et Cl-) et expliquer la faible capacité d’efflux du nitrate 

chez cette variété. Selon la deuxième hypothèse, les différences variétales dans la réponse de 

l’efflux au KCl pourraient être dues à des différences de l’influx du Cl- seulement. D’après 

plusieurs auteurs (Smith, 1973; Triplett et al., 1980; Siebrecht et Tischner, 1999) les anions 

organiques endogènes réduisent l’entrée de Cl- dans la cellule et son transport vers les 
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feuilles. De ce fait, la réduction de l’exsorption du nitrate par le KCl chez Achtar pourrait 

être due à une diminution de l’influx de Cl- causée par un important pool d’anions organiques 

racinaires qui, à la place de l’influx de Cl-, compensent le manque d’équivalents en charge 

négative dans le cytosol et l’exsudat xylèmique (ex. K+-malate) provoqué par l’influx de K+ 

quand le NO3
- n’est pas présent dans la solution.  

 Le traitement hypo-osmotique avec l’eau comparé à CaCl2 produit généralement une 

augmentation de l’efflux par élévation de la turgescence des cellules racinaires chez toutes 

les variétés, excepté chez Achtar à la lumière, suggérant que le canal de l’efflux du NO3
- 

(Miller et Smith, 1996; Clarkson, 1998; Ter Steege et al., 1999) est aussi sensible à la 

turgescence (chapitre 5). 

 Cependant, quand l’efflux sur eau-lumière est comparé à celui sur eau-obscurité 

aucune différence n’est trouvée entre ces deux traitements chez toutes les variétés, excepté 

Tegyey32, par contre si la même comparaison est faite pour l’efflux sur CaCl2, d’importantes 

différences sont trouvées chez toutes les variétés, excepté Tegyey32. Ceci montre une 

activation du système de l’efflux du nitrate et probablement une inhibition de la réduction du 

nitrate à la lumière, en particulier chez Saâda et Saba, par le traitement hypo-osmotique via 

une augmentation de la turgescence, comme a été démontré pour l’efflux du K+ et du 

saccharose (Walker et al., 2000). Ceci suggère que l’efflux du nitrate et probablement la 

réduction du nitrate sont impliqués dans la régulation de la turgescence. 

 Les variations de l’exsorption des sucres et des nitrates à faible et fort éclairements 

montrent l’existence d’une corrélation négative entre l’efflux du NO3
- et des sucres et une 

étroite relation entre le système de l’efflux des sucres et l’assimilation du NO3
-, 

indépendamment du statut carbone des plantes. Une faible disponibilité en NO3
- réduit 

l’exsorption des sucres plus qu’un faible éclairement, indiquant que l’efflux des sucres est 

plus dépendant du nitrate que de l’export du carbone vers les racines. L’efflux des sucres est 

donc influencé par le statut nitrate et non par le statut carbone des plantes. Le fait que 

l’exsorption des sucres diminue malgré que la perte des nitrates augmente ou diminue indique 

que les deux types d’efflux impliquent des mécanismes différents. Ensemble, ces résultats 

démontrent l’existence d’une régulation de l’efflux du nitrate et des sucres par la lumière et la 

partie aérienne en interaction avec le nitrate et les processus de son assimilation.  

 La défoliation partielle ou totale et la décapitation ont aussi un effet sur l’exsorption 

des nitrates. Cet effet est spectaculaire chez Saâda et Saba, par contre, il est moins important 

chez Tegyey32 et pratiquement inexistant chez Achtar, excepté la défoliation totale sur eau-

lumière. Ces observations montrent que l’exsorption chez Achtar, au contraire des autres 
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variétés, est faiblement affectée par la partie aérienne et semble plutôt dépendante du système 

racinaire. Ceci est en accord avec un système racinaire plus développé et une partie aérienne 

courte chez cette variété par rapport aux autres variétés. 

 A l’inverse de Achtar et de Tegyey32, la défoliation totale (racines excisées) et la 

décapitation diminuent fortement l’exsorption chez Saâda et Saba comparée au contrôle, 

tandis que la défoliation partielle (ablation des feuilles 1, 2 et 3) augmente significativement 

l’exsorption à la lumière (eau et sels) et la diminue à l’obscurité (eau et sels) chez Saâda. 

Chez Saba, la défoliation partielle n’affecte pas l’exsorption sur sel-lumière mais l’augmente 

sur eau-lumière. Sur sel-obscurité, elle diminue l’exsorption et sur eau-obscurité elle 

l’augmente. Ceci indiquent qu’en générale, les feuilles 1, 2 et 3 inhibent l’exsorption des 

nitrates (car elle augmente après leur ablation), par contre, la feuille 4 et l’apex la stimulent 

(car elle diminue après décapitation) par émission de signaux chimiques (acides organique, 

acides aminés et glucides, hormones?).  

 Une importante exorption sur eau par rapport aux sels est relativement observée 

régulièrement chez toutes les variétés, à chaque fois que la plantule est défoliée totalement ou 

partiellement. L’effet de la feuille 4 et l’apex paraît atténué par les sels à l’obscurité, par 

contre, il est stimulé par les sels à la lumière et la différence d’exorption entre l’eau et les sels 

est diminuée de ce fait. Il est stimulé aussi par les feuilles 1 et 2. Ces observations montrent 

que le signal chimique par lequel les feuilles matures et la zone en croissance (feuille 4 et 

l’apex) exercent séparément leurs contrôles sur l’efflux sont des molécules dont la synthèse et 

le transport de la source vers la cible sont dépendants de la lumière, des ions (K+, Mg2+, PO4
-, 

SO4
-,…) et des feuilles matures. Ces résultats concordent avec ceux extraits de la littérature 

(Glass, 1989; Imsande et Touraine, 1994; Abdellaoui et al., 2001) et supportent la conclusion 

que le contrôle de l’exsorption implique les différentes parties foliaires (âgée et jeune) et le 

système racinaire et que le degré de contribution de chacun de ces deux organes est génotype-

dépendant. Cependant, on ne sait pas si les racines et les feuilles contribuent séparément ou en 

interaction dans ce contrôle et si l’effet de l’un est affecté ou modulé par l’autre. 

 Des expériences de défoliation partielle plus détaillées montrent que chez la variété 

Tegyey32 privée de la première feuille mature ou des deux premières feuilles matures ([-F1] 

et [-F1,2]), l’exsorption augmente à la lumière et à l’obscurité (eau et sels), comparés aux 

plantes intactes à la lumière (contrôle), excepté (-F1) sur eau à l’obscurité. Chez Achtar, 

l’ablation de ces feuilles augmente l’exsorption seulement sur sel à l’obscurité comparée au 

contrôle. Chez (-F1) Saba, l’exsorption varie légèrement à l’obscurité (eau et sels), tandis 
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qu’elle augmente significativement à la lumière (eau et sels) comparée au contrôle. Chez (-

F1,2) Saba, l’exsorption diminue beaucoup à l’obscurité (eau et sels), tandis qu’à la lumière 

elle augmente beaucoup sur eau seulement, comparée au contrôle. Chez (-F1) Saâda, sur sels 

l’exsorption diminue significativement à l’obscurité et augmente beaucoup à la lumière, 

tandis que sur eau elle reste semblable à celle du contrôle à la lumière et l’obscurité. Chez (-

F1,2) Saâda, sur sels l’exsorption diminue aussi à l’obscurité et augmente spectaculairement à 

la lumière, tandis que sur eau elle augmente seulement à la lumière, comparée au contrôle. 

L’ablation des feuilles matures ([-F1,2]) chez Saâda et Saba diminue considérablement aussi 

l’exsorption sur sels-obscurité comparée aux plantes intactes à l’obscurité. L’ablation des 

feuilles matures, en générale, stimule l’exsorption à la lumière et la diminue à l’obscurité. 

L’activité des jeunes parties sur l’exsorption est stimulée beaucoup par la lumière. Les sels 

modulent cette activité en la diminuant à l’obscurité ou l’augmentant à la lumière (en fonction 

des variétés). De plus ces résultats montrent pour la première fois que la feuille 3 stimule 

aussi l’exsorption comme la feuille 4 et l’apex et que l’activité de ces jeunes parties est 

stimulée par les feuilles matures à l’obscurité car quand ces feuilles matures sont éliminées ([-

F1,2]), l’exsorption à l’obscurité diminue considérablement comparée à celle des plantes 

intactes maintenues à l’obscurité. L’effet des feuilles matures est génotype-dépendant (élevé 

chez Saâda et Saba, faible chez Achtar et nul chez Tegyey32), suggérant que la racine aussi 

bien que la partie aérienne est probablement impliquée dans la régulation interne de 

l’exsorption. L’ensemble de ces résultats est en faveur de l’implication de plusieurs signaux 

chimiques (acides aminés, glucides, hormones?) dans le contrôle de l’exsorption. Le fait que 

la défoliation peut provoquer une remobilsation des protéines de réserves et une augmentation 

du pool d’acides aminés circulant dans la plante est en faveur de l’implication des acides 

aminés dans l’augmentation de l’exsorption par l’ablation des feuilles. D’autre part, le fait que 

les réserves existantes dans les feuilles matures soutiennent l’exsorption à l’obscurité et que 

l’ablation des feuilles matures, en générale, stimule l’exsorption à la lumière et la diminue 

considérablement à l’obscurité, suggère l’implication de molécules stimulantes de 

l’exsorption (acides aminés, hormones?) associées à l’existence d’au moins deux sites (apex 

et feuilles matures) et deux voies de synthèses du signal chimique (utilisant des précurseurs 

nouvellement synthétisés à la lumière ou des précurseurs pré-existants à l’obscurité) et/ou un 

seul site et une seule voie impliquant une communication et un transport de substances entre 

l’apex et les feuilles matures (Fig. 1). 
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 Dans notre travail, bien que la méthode utilisée dans l’estimation de l’exsorption 

(quantité de nitrate retrouvée dans la solution d’incubation) concerne l’efflux et la re-

absorption du nitrate efflué et non pas seulement l’efflux, son apport a été considérable dans 

la mise en évidence d’une variabilité génétique et d’une régulation des processus de l’efflux 

par des facteurs exogènes (lumière, nitrate et sels) et endogènes (réduction du nitrate, 

translocation de glucide et leur catabolisme dans la racine, racines et feuilles). Cette approche 

méthodologique à l’avantage d’être simple d’emploi, moins coûteuse et constitue de ce fait 

une performance inaccessible aux autres méthodologies de marquages isotopiques qui sont 

très coûteuses, lourdes, fatigantes et surtout très dangereuses pour l’environnement (15N, 13N, 
13C et 14C). Elle permet d’estimer les pertes réelles du NO3

- (nitrate efflué moins nitrate ré-

absorbé par la plante) ou d’un autre composé sur un grand nombre d’échantillons.  

 Par ailleurs, le fait que les pertes de nitrate soient déterminer en absence de nitrate 

exogène pendant 8 heures seulement ainsi que le fait d’avoir renouveler la solution d’efflux 

toutes les 30 ou 120 minutes nous permettent de considérer que les variations de pertes de 

nitrates sont dues en grande partie à des variations de l’efflux de NO3
- parce qu’en présence de 

nitrate à l’état de trace l’activité du système de l’influx (HATS susceptible de ré-absorber le 

nitrate efflué) est relativement constante à court terme et la stimulation de l’influx par 

l’absence de nitrate n’est maximale qu’après seulement plusieurs dizaines d’heures après le 

retrait du nitrate du milieu extérieur (7 jours chez le blé âgé de 21 jours, Talouizte et al., 1986; 

Touraine et Gojon, 1997). 

 D’autre part, le fait d’utiliser des plantes issues de la même culture dans la 

comparaison de l’effet des différents traitements et le fait que les variétés effluent des 

quantités importantes de nitrate ont rendu cette méthode un outil idéal pour approcher la 

régulation du processus de l’efflux comme nous l’avons démontré dans la mise en évidence 

de l’effet des sels, l’étude de l’interaction efflux de nitrate-efflux de sucres et l’étude de l’effet 

des différentes feuilles sur l’efflux. L’utilisation de la technique split-root permettrait de 

vérifier s’il y a une variation spatiale dans l’activité et/ou l’abondance du système de l’efflux 

dans les racines, comme a été trouvé pour l’influx (Colmer et Bloom, 1998), ainsi qu’une 

variation spatiale de la régulation de l’efflux dans les racines, comme a été trouvé dans la 

partie aérienne (chapitres 7 et 8; Abdellaoui et al., 2001).  

 Nos efforts futurs porteront sur le perfectionnement de cette méthode pour aborder 

l’influence de l’architecture racinaire sur l’efflux et l’influx des nitrates et d’autres substances 

telles que les sels, les sucres, les acides aminés et les acides organiques.  
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 Les perspectives de recherche sur le fonctionnement du système de l’efflux sont 

multiples. Les alternatives qui retiennent mon attention sont basées sur les données présentées 

dans ce mémoire.  

 Etant donné le nombre élevé de variétés marocaines de blé tendre (améliorées et 

indigènes), les études menées jusqu’à présent n’ont pu porter que sur huit variétés (Partie II; 

Abdellaoui, 2001). Il importe de les généraliser afin de déterminer les lois qui régissent 

l’acquisition et le métabolisme du nitrate des variétés marocaines de blé tendre.  

 La caractérisation et l’étude des propriétés cinétiques et de régulation des systèmes 

enzymatiques mis en jeu dans la biosynthèse des glucides, des acides organiques et des acides 

aminés facilitera la compréhension des mécanismes de régulation de l’efflux et de 

coordination de l’absorption aux besoins de la plante. Un apport supplémentaire 

d’informations concernant la variation spatiale de l’activité nitrate réductase, de l’absorption 

et de la distribution de l’azote en relation avec le carbone et la croissance et en particulier 

comment ces caractères varient entre les cultivars supportera certainement les explications 

spéculées sur la variabilité de l’efflux et de son contrôle. Les mécanismes et les signaux 

chimiques (glucides, acides organiques, acides aminés et hormones?) responsables de 

l’activation/inactivation et/ou de la répression/dérépression des protéines du système de 

l’efflux mis en jeu par les racines et la partie aérienne devront être recherchés. Ces études 

couplées aux images de la distribution tissulaire du 14N et 15N et de la spectroscopie localisée 

de résonance magnétique nucléaire (microscopie RMN) du 15N, 13C et 14C devraient nous 

fournir des indications sur la distribution du système de l’efflux dans les racines et le 

plasmalemme ainsi que sur les voies métaboliques impliquées dans le contrôle de 

l’acquisition des nitrates par l’efflux à l’échelle de la plante entière. 

 La démarche adoptée paraît pouvoir fournir outre des informations sur le métabolisme, 

peu étudié, des variétés marocaines de blé tendre en particulier dans les racines et l’impact des 

feuilles sur celui-ci, les connaissances nécessaires pour comprendre le mécanisme et la 

régulation de l’efflux par certains facteurs exogènes et endogènes et leurs interactions. Ces 

études sont un préalable indispensable à l’étude de la nature et des gènes du système de 

l’efflux ainsi qu’à l’étude des gènes gouvernant les relations racines-feuilles dans le contrôle 

de l’absorption des nitrates. 
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 Effects of an ionic and hypo-osmotic treatments on NO3
- losses: 

Influence of light and genotype  
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Résumé 
 
 Nous avons observé précédemment que les sels affectent l’efflux du nitrate chez le 

blé. Pour voir si cet effet est dû à KCl, l’efflux du NO3
- en présence ou en absence de KCl 

ainsi que dans l’eau (traitement hypo-osmotique) sont comparés chez quatre variétés de blé 

tendre (Triticum aestivum L. var. Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32). Comparé au CaCl2, 

KCl augmente significativement l’efflux chez Saâda et Saba à la lumière et l’obscurité, mais 

réduit significativement l’efflux chez Achtar à la lumière et légèrement à l’obscurité, tandis 

que pour Tegyey32 il réduit et augmente significativement l’efflux à la lumière et l’obscurité, 

respectivement, durant 8 h. Ces résultats indiquent l’implication de l’influx de K+ et Cl- eux-

mêmes et la lumière dans le mécanisme d’action du KCl, suggérant que les différences 

notées entre les deux solutions (CaCl2 et KCl) quant à l’efflux sont dues à un effet ionique 

généré par K+. Ces résultats suggèrent aussi que les différences variétales dans la réponse de 

l’efflux au KCl peuvent être dues à des différences en anions organiques endogènes qui 

peuvent réduire l’influx du Cl- et compenser le manque d’équivalents en charge négative 

dans le cytosol et l’exsudat xylèmique quand le NO3
- est éliminé de la solution. Comparé à 

CaCl2, l’eau à la lumière augmente l’efflux chez Saâda et Saba (8 h) et diminue chez Achtar 

(avant 6 h) mais ne l’affecte pas significativement chez Tegyey32, tandis qu’à l’obscurité, il 

l’augmente significativement chez Achtar (après 4 h), Tegyey32 (après 1 h) et Saâda (avant 2 

h) mais le réduit légèrement chez Saba (avant 2 h). Ce résultat montre que la perte en NO3
- 

peut être augmentée par élévation de la turgescence des cellules racinaires causée par le 

traitement hypo-osmotique, suggérant que le canal de l’efflux du NO3
- est aussi sensible à la 

turgescence. Cependant, quand l’efflux sur eau-lumière est comparé à celui sur eau-obscurité 

aucune différence n’est trouvée chez toutes les variétés, excepté Tegyey32, par contre si la 

même comparaison est faite pour l’efflux sur CaCl2, des différences importantes sont 

trouvées chez toutes les variétés, excepté Tegyey32. Ceci montre une activation du système 

de l’efflux du nitrate et probablement une inhibition de la réduction du nitrate par le 

traitement hypo-osmotique via une augmentation de la turgescence, comme a été démontré 

pour l’efflux du K+ et du saccharose (Walker et al., 2000). Ceci suggère que l’efflux du 

nitrate et probablement la réduction du nitrate sont impliqués dans la régulation de la 

turgescence. Dans cette étude, un mécanisme d’action du KCl sur l’efflux est proposé et les 

différences variétales dans la réponse de l’efflux au KCl sont discutées. 

Mots clés: KCl; CaCl2; efflux du NO3
-; blé; turgescence; génotype 
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Abstract 
 
 In an earlier paper we have observed that salts affect NO3

- efflux from wheat roots. 

To see if this effect is due to KCl, NO3
- efflux in solution with or without KCl and in water 

(hypo-osmotic treatment) were compared for four wheat varieties (Triticum aestivum L. var. 

Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32). As compared to CaCl2, KCl increases significantly NO3
- 

efflux from Saâda and Saba in light and dark, but reduces significantly loss from Achtar in 

light and slightly in dark, whereas for Tegyey32 it reduces and increases significantly loss in 

light and dark, respectively, during 8 h. These data indicate the involvement of K+ and Cl- 

influx themselves and light in the action mechanism of KCl, suggesting that differences 

noted between both salt solutions (CaCl2 and KCl) in NO3
- efflux are due to an ionic effect 

generated by K+. It is also suggested that the varietal differences in the response of efflux to 

KCl may be due to differences in endogenous organic anions which may both reduce Cl- 

influx and compensate the lack of negative charge equivalents in the cytosol and in the xylem 

exudates when NO3
- is removed from the solution. As compared to CaCl2 in light, hypo-

osmotic treatment increases NO3
- loss for Saâda and Saba and decreases for Achtar (before 6 

h) but does not affect significantly loss for Tegyey32, whereas in dark, it increases 

significantly loss for Achtar (after 4 h), Tegyey32 (after 1 h) and Saâda (before 2 h) but 

decreases slightly for Saba (before 2 h). This data shows that NO3
- loss may be increased by 

elevated root cell turgor caused by the hypo-osmotic treatment, suggesting that NO3
- efflux 

channel is also turgor-sensitive. Interestingly, when loss in water-light is compared to that in 

water-dark no differences are found in all varieties, except for Tegyey32, whereas if the same 

comparison is made for NO3
- efflux in CaCl2, important differences are found in all varieties, 

except for Tegyey32. This shows an activation of NO3
- efflux system and probably an 

inhibition of nitrate reduction in light by the hypo-osmotic treatment via an increase of 

turgor, as demonstrated for the efflux of K+ and sucrose (Walker et al., 2000). This suggests 

that the efflux system and probably nitrate reduction are involved in the regulation of turgor. 

In this study, an action mechanism of KCl on NO3
- efflux is proposed and varietal differences 

in the response of efflux to KCl are discussed. 

Key words: KCl; CaCl2; NO3
- efflux; wheat; turgor; genotype 
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Introduction 
 
 It is well established that salt accumulation caused by unsuitable irrigation practices 

decreases crop productivity (Epstein et al., 1980). Several physiological reactions are 

affected in plants by salts, including the inhibition of nitrogen uptake which is the most 

important mineral for plants (Smith, 1973; Peuke et al., 1996; Peucke and Jeschke, 1999). 

 Most research on the inhibiting effect of salt on nitrate uptake have been performed 

under salinized rhizosphere conditions (Aslam et al., 1984; Ward et al., 1986; Ourry et al., 

1992; Hawkins and Lewis, 1993; Botella et al., 1994) and evidence was found that the two 

nitrate systems were influenced by salt in different ways (Peucke and Jeschke, 1999). In 

these papers, nitrate uptake was treated as a single or as two simple mechanisms (high- and 

low-affinity transport system: HATS and LATS), but neither the exact nature of LATS nor 

the explanation of its strange response to salinity are known (Peucke and Jeschke, 1999). 

Little is also known about the action mechanism of salts on these uptake systems even at 

physiological concentration.  

 However, the uptake of nitrate into the roots of plants is the result of the net influx 

and efflux which are regulated independently (Aslam et al., 1995; Clarkson, 1986) and whose 

roles in the regulation of uptake are still a matter of debate. For a complete description of the 

inhibition of nitrate uptake by salt it is, thus, necessary to distinguish between the two uptake 

components: influx and efflux. Moreover, one cannot well know whether salt effects on 

uptake are primarily upon influx or efflux. Since they are independent uptake components it 

is possible that even at physiological concentration salt may act in different ways and degree 

on both. 

 However, it was shown in an earlier paper that salts at physiological concentration 

affect also NO3
- loss from wheat roots (BenDriss Amraoui et al., 2000), but this event was 

found to vary with genotypes (i.e. increase or decrease loss), suggesting that salt effects on 

nitrate uptake may be also mediated via at least one or two nitrate efflux systems (slow- and 

rapid-type channels, Frachisse et al., 2000) and probably in different ways as found for influx 

systems (Peuke and Jeschke, 1999). Moreover, the salt to which NO3
- loss is more sensitive 

and the nature of salt effects (osmotic or ionic) on loss are not well known. The aim of the 

present paper was to examine the effect of KCl and CaCl2 salts at physiological concentration 

and of hypo-osmotic treatment (water) on NO3
- efflux from wheat roots. To address this, we 

grown four wheat genotypes: Achar, Saâda, Saba and Tegyey32 on NO3
- and we estimate 

nitrate release from roots in bathing solution containing KCl, CaCl2 or distilled water alone. 
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Materials and methods 
 
Plant material and growing conditions 

 Wheat seeds (Triticum aestivum L., var. Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32) 

disinfected for 5 min in sodium hypochlorite (37 g/l) were soaked for 8 h in distilled water 

and then allowed to germinate for 6 days on moist cheesecloth in darkness at 18 to 20°C. 

Seedlings were planted in groups of 25 in plastic holders and placed in 5 litres NO3
- solution. 

The NO3
- solution at pH 5.5 contained 3 mM KNO3, 2.5 mM Ca(NO3)2, 0.75 mM KH2PO4, 

0.25 mM K2HPO4, 0.2 mM NaCl, 0.75 mM MgSO4, 10 µM MnCl2, 6 µM ZnSO4, 48.5 µM 

H3BO4, 16.5 µM Na2MoO4 and 0.5 µM CuSO4. Iron was added as 10 mg of Fe3+-EDTA per 

litre of NO3
- solution. Solutions were constantly aerated and changed every three days. 

Growth was carried out in controlled chamber where light was applied during a 16 h 

photoperiod by white fluorescent bulbs (mixolamp 160W) and tubes (40W) to give 2000 lux 

at pot level. Temperature was maintained at 21°C in light period and 18°C in dark period. 

Relative humidity was about 65%. 

Plant treatments 

 On the 21st day after soaking, three hours after the start of the light period four intact 

plant roots of each variety were rinsed three times with distilled water and placed in light or 

dark in a test tube containing 40 ml of distilled water or salt solutions, at pH 5.5, similar to 

the complete nutrient solution except that nitrate salts was replaced by 3 mM KCl and 2.5 

mM CaSO4 or by 1.5 mM CaCl2 and 2.5 mM CaSO4. In the later solution, 0.75 mM KH2PO4 

and 0.25 mM K2HPO4 were also replaced by 0.75 mM NaH2PO4 and 0.25 mM Na2HPO4 to 

eliminate all potassium trace from bathing solution. The solutions were constantly aerated. At 

the end of the first hour, the roots were placed in another 40 ml of the identical solution for 1 

h. The sequence was continued through 2-8 h and the medium was changed every two hours. 

At the end of the experimental period (8 h), the seedlings were removed; roots and shoots 

were excised, dried and weighed. NO3
--N leaked out from roots to solution at different times 

were concentrated separately in 2 ml of distilled water and determined according to the 

method of Cataldo et al. (1975). For each variety four repetitions (each of 4 plants) were 

realized for each treatment. For each repetition five determinations were made during the 

time with the same plants. In the Figures, NO3
- efflux is given in µg NO3

--N/g root dry 

weight. The data were analysed by ANOVA (analysis of variance) to prove the significant 

difference between varieties and between treatments. Standard errors were calculated for all 

means and where no error bars appear, the standard error falls within the size of the symbol.  
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Results and discussion  
 
 Nitrate is widespread water pollutant in many agricultural regions (McLay et al., 

1991). Many studies have been reported on NO3
- loss and on the effect of salts on crop 

physiology and productivity, including nitrate uptake (Minotti et al., 1968; Rufty et al., 1981; 

Ward et al., 1986; Navari-Izzo et al., 1988; Olmos et al., 1994; Gossett et al., 1994; Yeo and 

Flowers, 1994; Aslam et al., 1984, 1995; Aouad et al., 1998; Kinraide, 1999), but little 

information is available on the effect of salt on nitrate efflux from plants, and neither the 

genetic variability in this effect nor the mechanism and the physiological significance of this 

event is currently well understood. 

 The varieties, contrasting in nitrate-N release in salt (BenDriss Amraoui et al., 2000, 

chapter 4), responded differently to the nature of salts with marked differences in NO3
- 

leakage across the membrane of the root cells (Fig. 1). As compared to CaCl2, KCl stimulates 

significantly NO3
- loss for Saâda and Saba (in light and dark) and reduces significantly for 

Achtar in light and slightly in dark, whereas for Tegyey32 it reduces and stimulates 

significantly in light and dark, respectively (Fig. 1). The fact that these differences between 

KCl and CaCl2 appeared rapidly after the first hour following transfer (at 0 h) of plants to 

bath solution shows a direct effect of salts on NO3
- fluxes at the plasma membrane level. This 

also shows that the effects of salts on NO3
- efflux, which is genotype dependent, is due to 

KCl. 

 NO3
- and Cl- influxes, which may be linked to NO3

- and Cl- effluxes, have been 

reported to decline into root high in NO3
- and Cl- and when the medium is lacking in K+ or 

Na+ (Smith, 1973), but to our knowledge little if any studies have been performed on cation 

effects on efflux of NO3
- in spite of the fact that strong inhibition of nitrate uptake by 

chloride and sulphate salts has been found (Aslam et al., 1984). Moreover, one cannot know 

neither how these effluxes are balanced chemically at the plasma membrane nor if they are 

balanced similarly at the tonoplast. The present data cannot elucidate this, but show that K+ 

withdrawal reduces also NO3
- efflux as found for NO3

- and Cl- influxes (Smith, 1973). 

 However, it has been shown that KCl was able to disrupt the inactive phosphorylated 

nitrate reductase (NR):14-3-3 complex (Athwal et al., 1998). This may reverse the 

stimulatory effect of dark-induced NR inactivation (Deng et al., 1990; Scaife and Schloemer, 

1994; Delhon et al., 1995; MacKintosh et al., 1995) on NO3
- efflux and allow the root cells to 

maintain a relatively high NR and low cytosolic concentration of nitrate ([NO3
-]cyt) in 

darkness. But, the fact that NO3
- loss remains generally higher in dark than in light even in 
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KCl (in Saâda [8 h], Saba [before 4 h] and Tegyey32 [8 h]) and that KCl, compared to CaCl2, 

also stimulates loss in dark (in Saâda, Saba and Tegyey32, Fig. 1) suggest that external KCl 

cannot disrupt dark NR inactivation. 

 This low effect of KCl solution on activation of NR may be due to the presence of 

high amount of inactivated NR and/or to low KCl uptake in dark (for Saâda, Saba and 

Tegyey32, in contrast to Achtar, Fig. 1) since uptake of K+, in contrast to Cl-, is responsive to 

supplies of carbon assimilates from the shoots (Jarvis et al., 1990; Moya et al., 1999). But, 

the fact that KCl compared to CaCl2 also stimulates loss in dark shows that the second 

suggestion may not be true. In spite of this, the fact that loss vary with the nature of salts and 

the activity of NR (in light and dark) suggests the implications of ion fluxes and nitrate 

reduction in the action of KCl and CaCl2 on NO3
- efflux.  

 KCl, compared to CaCl2, increases more NO3
- loss in light than in dark only for 

Saâda and Saba (Fig. 1). This observation suggests the involvement of K+ and Cl- influxes in 

the action mechanism of KCl which is highly activated by light. The low differences which 

exist between KCl and CaCl2 in dark raise some questions. Are they due to an activation of 

nitrate loss in both solutions by deactivation of reduction in dark and/or to low effect of KCl 

and CaCl2 on membrane fluxes in dark? In KCl, dark increases NO3
- efflux, compared to 

light, for Saâda, Saba (before 4 h) and Tegyey32, whereas in CaCl2, dark increases efflux 

only for Saâda and Saba but has no effect for Tegyey32. For Achtar, dark has no increasing 

effect in KCl and has an inhibiting effect in CaCl2.  

 This absence of dark effects for Achtar and slightly for Tegyey32 is not understood 

and could be due to specific membrane traits of these genotypes. However, dark, compared 

to light, increases more NO3
- loss in CaCl2 than in KCl for Saâda and Saba. This is due to 

high decrease of loss in light, compared to dark, by CaCl2 than by KCl. This confirms the 

action of K+ and Cl- influxes on NO3
- efflux system and their activation by light, since efflux 

in KCl-light may override that in KCl-dark as found here in Saba after 4 h (Fig. 1). 

 These observations also show that light activates even the inhibitory effect of CaCl2 

on loss as pointed out above for the stimulatory effect of KCl. Indeed, Tsugane et al. (1999) 

have observed that light, even at moderate intensities, mediated by photosynthetic activity, 

increased the salt sensitivity induced by an enhancement of cation and anion channels and 

probably also proton pump activities as occurred here for Saâda and Saba in KCl and CaCl2 

solutions. However, the fact that KCl and CaCl2 effects differ highly here, shows that the ion 

itself (K+ and Cl-) at 3 mM is more important as a stimulator of efflux for Saâda and Saba 
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than is the osmotic effect, since there is slight difference between KCl and CaCl2 solutions in 

osmotic pressure (estimated by Vant’Hoff law [PV = nRT], data not shown).  

 It is suggests that NO3
- efflux here varied under an ionic effect generated by 3 mM 

KCl, in contrast to the HATS of nitrate which is found to be inhibited by an osmotic effect 

caused by NaCl in 1 to 100 mM concentration range; whereas an ionic one (stimulator) is 

found for the LATS from 1 to 60 mM in the low nitrate concentration range (0 to 1.5 mM, 

[Peuke and Jeschke, 1999]). The hypothesis of Peuke and Jeschke (1999) according to which 

the inhibition of nitrate uptake by salts is largely due to an osmotic effect and at lesser extent 

to an ionic one is not supported by the present data. However, our data may not predict if the 

osmotic effect may be more important than an ionic one because both salt solutions do not 

differ highly in osmotic pressure and any effect of osmotic variations is studied here. But, 

they show that nitrate uptake may be influenced by an ionic effect on NO3
- loss. 

 The fact that for Achtar KCl does not increase NO3
- loss (in light and dark) more than 

CaCl2 suggests that KCl has low effect on the root cell membrane activity of this variety 

which has low leakage activity in KCl solution. Similarly, a high ionic peroxidase (IP) was 

suggested to be associated to processes of rigidification and lignification of root cell walls 

(Olmos et al., 1994; Gossett et al., 1994). Recently, it has been found that the roots of 21-day-

old seedlings of Achtar have higher IP activity than Saâda under non saline conditions (Aouad 

et al., 1998). It is suggests the existence of a high cell wall rigidification in Achtar, which may 

be responsible for the low efflux from Achtar. In addition, Sacchi et al. (2000) have showed 

that influx of glucose is reduced by salinity, whereas the efflux is only slightly affected, 

leading them to the conclusion that the effect of salt is mainly due to an effect on the system 

involved in the re-absorption of the hexose rather than on its efflux. This observation suggests 

that since KCl does not increase nitrate efflux in Achtar, it may be due to low decreasing 

effect of KCl on the HATS implied in the re-absorption of NO3
- in KCl solution.  

 Furthermore, the fact that in light Tegyey32 lost low NO3
- in KCl than in CaCl2 as for 

Achtar and that in dark it lost significantly more NO3
- in KCl than in CaCl2 as for Saâda and 

Saba, indicates that in Tegyey32 the HATS is probably slightly reduced by KCl (at 3 mM) in 

contrast to those of Saâda and Saba which are probably highly reduced (Fig. 1). This 

assumption may not be excluded here since Peuke and Jeschke (1999) have found that, even 

at 1 mM of NaCl, the HATS is reduced by an osmotic effect rather than by an ionic one. This 

observation suggests that here KCl may not only affect nitrate efflux by an ionic effect but 

may affect it also via its osmotic effect on the HATS. However, more detailed analysis about 

this are needed to elucidate this possibility. 
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 Interestingly, Smith (1973) reported some decrease of net NO3
- and Cl- influxes into 

roots high in organic anions, and under these conditions net NO3
- influx is completely 

independent of cation influx. On the other hand, Triplett et al. (1980) demonstrated that 

organic anions (OA) were accompanying cations in the xylem exudates of K2SO4-treated 

wheat plants. Recently, Siebrecht and Tischner (1999) found that the resulting lack of 

negative charge equivalents after the removal of NO3
- (KNO3 and Ca(NO3)2 replaced by KCl 

and CaCl2) was not compensated either by a reduction in the cation concentration nor by an 

increase in inorganic anions (SO4
- and H2PO4

-) and the slight increase of Cl- in plant and 

xylem exudates was not sufficient to compensate for the lack in negative charge equivalents. 

They conclude that it is balanced by an increased xylem loading of OA.  

 Since KCl does not increase NO3
- loss for Achtar (in light and dark) and Tegyey32 

(in light), in contrast to Saâda and Saba, their roots which are likely rich in OA (due to high 

nitrate reduction, chapter 3) reduce Cl- influx, by making it independent of K+ influx, and 

compensate the lack of negative charge equivalents in the cytosol and xylem exudates by 

OA. This leads to K+ influx alone and subsequently to low K+ and NO3
- effluxes from these 

varieties. Similar scenario occurred in the cytosol of guard cells during the stomatal opening 

(Humble and Raschke, 1971) and data which have showed that organic acids (malate and 

succinate, Abdellaoui, 2001) reduce considerably nitrate efflux in wheat seedlings support 

this suggestion. Nevertheless, data of Sacchi et al. (2000) for glucose uptake in saline 

condition suggest that this diminution of efflux by organic acids may be also due to a direct 

stimulation of the influx system by malate decarboxylation and subsequently by re-

absorption of effluxed NO3
- (NO3

-/HCO3
- antiport, Touraine et al., 1988; Touraine et Gojon, 

1997).  

 Ca2+ is found to be necessary for the maintenance of membrane selectivity of ion 

uptake and retention by plant cells (Marschner, 1986). Under non-saline and saline acidic 

environments, Ca2+ increased the net NO3
- uptake (Ward et al., 1986). Ca2+ induced increase 

in Cl- efflux via channel was also found by Johannes et al. (1998). An effect of Ca2+ on NO3
- 

efflux was reported by Aslam et al. (1995), who suggest that Ca2+, which may bind with 

anion groups of membranes to form bridges between structural components (Garrard and 

Humphrey, 1967), may regulate directly the opening and closing of NO3
- channels. However, 

the fact that here loss from Saâda and Saba (in light and dark) and Tegyey32 (in dark) 

declined in CaCl2, compared to KCl, even if KCl solution also contained 2.5 mM CaSO4 (see 

material and methods section) indicates that differences between CaCl2 and KCl in loss are 

due to the nature of the counter-ion associated to Cl- (K+ or Ca2+). This means that the 
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reduction of NO3
- loss and Cl- influx, reported here in CaCl2 solution, is due entirely to CaCl2 

itself and not to 2.5 mM CaSO4 (Fig. 1). The low mobility of Cl- in CaCl2 solution, as found 

by Minotti et al. (1968) for NO3
- in Ca(NO3)2, is thus the major cause of decreased loss in 

CaCl2 because when Cl- is associated with K+ its effect is higher than with Ca2+. This shows 

that CaCl2 relieved Cl- effect on NO3
- leakage by restricting Cl- mobility and uptake (Fig. 1). 

 Uptake of K+ occurs by low-affinity system via K+ channel (Kochian and Lucas, 

1982) and the charge compensation for K+ uptake is achieved by H+ extrusion (Behl and 

Raschke, 1987; Kochian and Lucas, 1988; Maathuis et al., 1997). Influx of Cl- via an 

electrogenic Cl-/2H+ symporter has been suggested (Beilby and Walker, 1981; Poole, 1988; 

Felle, 1994; Wang and Iino, 1998). K+ and Cl- influxes are found to be mutually dependent, 

suggesting that the return of extruded H+ to the cytosol may facilitate Cl- influx. In support of 

this suggestion, Wang and Iino (1998) found that the shrinking protoplasts could not recover 

their volume when incubated in a medium adjusted to neutral pH. 

 However, the fact that effluxes of anions (Cl-,..) and cations (K+,..) produce water 

efflux while K+ and Cl- influxes water influx (Wang and Iino, 1998) and that elevated turgor 

increases effluxes of solutes (sucrose, potassium and anions, Walker et al., 2000) suggest that 

when Cl- influx is not reduced, but is occurred concomitantly to that of K+ (in Saâda and 

Saba), water influxes and root cell volume may increase leading to the necessity of 

osmoregulation thereby facilitating likely effluxes of K+ and anions (Cl- or NO3
-) as found by 

Walker et al. (2000). In favour of this conclusion, Moya et al. (1999) have found that root 

uptake and leaf accumulation of chloride might be linked to water absorption and 

transpiration, respectively. This suggests that here NO3
- loss may be a consequence of KCl 

uptake and play a role in cell volume regulation as found for the central role of anion 

channels in pHcyt regulation, in addition to their established roles in turgor/volume regulation 

and signal transduction (reviewed in Johannes et al., 1998). 

 However, the fact that NO3
- uptake and influx were found to be inhibited by an 

osmotic effect (Peucke and Jeschke, 1999) suggests that NO3
- efflux may be affected too by 

an osmotic one. To test this, NO3
- loss in distilled water (hypo-osmotic solution) is compared 

to that in CaCl2 solution (Fig. 1). The hypothesis according to which NO3
- loss is induced by 

osmoregulation and elevated turgor is also tested by this experiment. In light, water, 

compared to CaCl2, increases significantly NO3
- loss for Saâda and Saba and decreases 

significantly for Achtar (before 6 h) but does not affect significantly loss for Tegyey32. 

Whereas in dark, it increases significantly loss for Achtar (after 4 h), Tegyey32 (after 1 h) 

and Saâda (before 2 h) but decreases slightly for Saba (before 2 h, Fig. 2). The increase of 
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loss in dark for Tegyey32 and Achtar is less intensive than the increase in light for Saâda and 

Saba.  

 This data shows an increase of NO3
- loss by an elevated root cell turgor caused by the 

hypo-osmotic treatment (Fig. 2). This result is in agreement with data of Zhang et al. (1996) 

and Walker et al. (2000) which showed an increase of sucrose and potassium caused by an 

hypo-osmotic shock and increase of turgor with water. However, these data demonstrated 

that turgor increases efflux of some solutes from coats of developing seed and suggest an 

increase of anion efflux by turgor, but they do not report information about the nature or the 

amount of these effluxed anions. On the other hand, our results show that elevated plant 

turgor increases loss of anions, in particular NO3
- loss from root. Indeed, the fact that water 

compared to both solutions (KCl and CaCl2) increases efflux (for example: Saâda and Saba 

in CaCl2 and Achtar in KCl, Figs. 1 and 2) confirms that NO3
- efflux channel is turgor-

sensitive. 

 Interestingly, when loss in water-light is compared to that in water-dark we found no 

differences between the two treatments for all varieties, except for Tegyey32, whereas if the 

same comparison is made for CaCl2 we found high differences for all varieties, except for 

Tegyey32 (Fig. 2). Data of loss in water show an activation of NO3
- efflux system and 

probably an inhibition of nitrate reduction by the hypo-osmotic solution in light for Achtar, 

Saâda and Saba as occurred by darkness. However, in contrast to these varieties, NO3
- loss is 

not increased and nitrate reduction is not probably inhibited in light by water for Tegyey32 

since loss remains low in water-light relative to water-dark (Fig. 2). The fact that transpiration 

and leaf accumulation of nitrate in Tegyey32 are higher than in the other varieties in light 

(chapters 1 and 3) is in favour of the observed low NO3
- loss in water-light in Tegyey32 and 

allows us to think that water does not probably increase turgor in this variety. However, the 

fact that loss in CaCl2-light remains very low relative to that in CaCl2-dark for all varieties, 

except for Tegyey32, confirms the observed effect of elevated turgor on NO3
- loss and 

suggests the implication of NR activity together with [NO3
-]cyt and nitrate efflux system in 

turgor/volume regulation.  

 In conclusion, the present data indicate that salt has a direct effect on NO3
- loss at the 

plasma membrane level, depending on genotypes. This is an ionic effect of K+, Cl- and Ca2+ 

activated by light and attenuated by dark. The high increase of loss by KCl and high decline 

by CaCl2, reported in this paper, suggest that K+ and Cl- influxes are involved in the increase 

of loss, whereas Ca2+ relieved Cl- effect on NO3
- loss by restricting Cl- mobility and uptake. 

As found in the literature, fluxes of K+ and Cl-, which generated water flux, may induce an 



 162

osmoregulation in KCl solution thereby facilitating NO3
- efflux as found by walker et al. 

(2000) for K+ and sucrose. Our data of loss in distilled water compared to those of KCl and 

CaCl2 demonstrated that loss of NO3
- is related to turgor regulation as well as probably NR 

and [NO3
-]cyt and suggest that loss may be a consequence of K+ and Cl- uptake in wheat. 

 Further studies are needed to elucidate these assumptions with special attention to the 

role of OA in NO3
- efflux mechanism and in the action mechanism of KCl on NO3

- loss. 

Nevertheless, NR activity with an electrolyte leakage in different osmotic solution of KCl 

should have been examined to well elucidate the involvement of membrane selectivity and 

nitrate reduction in the action mechanisms of KCl and water on NO3
- efflux.  
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Résumé 
 
 L’influence du NO3

- sur les pertes de sucres (S) à partir des racines de plantules de blé 

de 21 jours a été étudiée à la lumière sous différentes disponibilités en azote (0 à 8 mM de 

NO3
-). La perte de S n’est pas influencée par la quantité interne de sucres solubles (SS), mais 

est affectée par le statut en nitrate des plantules. A faible éclairement, la perte en NO3
- est 

significativement plus élevée que celle à fort éclairement, tandis que la perte de S est 

significativement plus élevée à fort éclairement qu’à faible éclairement, en dépit d’une faible 

différence en concentration de SS dans les racines à 0 h entre les plantules des deux 

traitements d’éclairements, suggérant l’existence d’une corrélation négative entre l’efflux du 

NO3
- et des S et une étroite relation entre le système de l’efflux des S et l’assimilation du 

NO3
-. La perte des S est plus diminuée par la faible disponibilité en NO3

- que par le faible 

éclairement, indiquant que la perte de S est plus dépendante de NO3
- que de l’export des S. La 

diminution importante de la perte de S, malgré qu’il y a augmentation de l’efflux du NO3
- (à 

faible éclairement) ou diminution de l’efflux du NO3
- (à faible disponibilité en NO3

-) indique 

que les deux types d’efflux impliquent des mécanismes différents. 

 
Mots clés: efflux des S; efflux du NO3

-; statut nitrate; accumulation des S; carence en N 
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Abstract 
 
 The influence of NO3

- on carbohydrate (C) losses from the roots of 21-day-old wheat 

seedlings was studied under light and N supplies ranging from deficient to excessive (0–8 

mM NO3
-). C loss is not influenced by the quantity of internal soluble carbohydrates (SC), but 

is affected by the nitrate status of the seedlings. In low illuminance, the NO3
- loss is 

significantly higher than that in high illuminance, whereas C loss is significantly higher in 

high illuminance than in low illuminance, in spite of there being little difference between the 

seedlings of both light treatments in the SC concentration in the roots at 0 h, suggesting the 

existence of a negative correlation between NO3
- and C efflux and a close relationship 

between the C efflux system and NO3
- assimilation. Low NO3

- and light reduced the C loss, 

which was decreased to a greater extent by low NO3
- than by low light, indicating that C loss 

was more dependent on NO3
- than on C export. The high decline in C loss, in spite of whether 

there is an increase in NO3
- loss (i.e. in low light) or a decrease in NO3

- loss (i.e. at low 

nitrate), may indicate that the two types of losses involve different mechanisms. 
 

Key words: C efflux, NO3
- efflux, nitrate status, C accumulation, N starvation 
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Introduction  
 
 It is well established that the carbon and nitrogen metabolisms are linked, because 

they must share organic carbon and energy supplied directly from photosynthesis or from the 

respiration of fixed carbon (Talouizte et al., 1984a; Van Quy et al., 1991; Van Quy and 

Champigny, 1992; Huppe and Turpin, 1994; Champigny, 1995; Améziane et al., 1997). It has 

been found that the capacity of wheat roots to assimilate nitrogen is correlated directly with 

their C status, and the carbon skeletons for nitrogen assimilation derive from the stored 

carbon (Champigny and Talouizte, 1986). There is increasing evidence that NO3
- 

considerably influences the source-sink relations and sucrose metabolism in roots (Pollock 

and Cairns, 1991; Améziane et al., 1997). Most research on nitrogen effects has been 

performed on anaplerotic CO2 fixation and sucrose synthesis. It is known, for example, that 

Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPcase, EC 4.1.1.31) is activated and sucrose phosphate 

synthase (SPS, EC 2.4.1.14) activity is decreased (Van Quy et al., 1991; Champigny, 1995), 

but very little is known about the integration of the C catabolism into the nitrogen metabolism 

and its regulation by N in sink tissues (Stitt and Steup, 1985; Pollock and Cairns, 1991; 

Huppe and Turpin, 1994; Champigny, 1995). Little is also known about the destiny of the 

hexose formed either during fructan synthesis (Pollock and Cairns, 1991) or during sucrose, 

fructan and starch degradation. It is believed that sucrose synthesis occurs from free hexose in 

sink tissues as well as in source leaves because of the relatively low tissue contents (Wagner 

et al., 1983; Lucas and Madore, 1988), but the magnitude of such recycling and the effect of 

nitrogen on this process have not been well understood. In tubers of H. tuberosus, Pollock and 

Chatterton (1988) found that chilling induced a net depolymerization of fructan with no net C 

loss, indicating resynthesis of short-chain fructan acceptors. It has also been found that N 

deprivation increases sucrose-sucrose fructosyl transferase (SST, EC 2.4.1.99) activity and 

probably fructan synthesis (Améziane et al., 1997), but to our knowledge little is known about 

the recycling and loss of C during fructan synthesis in N-limited conditions or about the 

possible relationships between the NO3
- metabolism and C loss in wheat in response to N 

enrichment. Since NO3
- may affect the export and storage of C and tissue sink strength, it may 

eventually affect, in accordance with its concentration in the middle and with light intensity, 

the composition, patterns and rates of C release from the roots, the effects of which are well 

known to be a basic character of mycorrhizal symbiosis (Martin et al., 1987), but whose 

physiological significance and mechanism are not well known (Bush, 1993). The hypothesis 

that NO3
- supply will affect the destiny of C in wheat roots is tested by determining the 
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concomitant C and NO3
- losses from (1) seedlings grown at three levels of NO3

- supplies 

ranging from deficient to luxurious at high light level and from (2) seedlings grown on NO3
- 

at low light level. The aim of the present paper was to examine the effect of NO3
- and light 

intensity on the C efflux from roots.  
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Materials and methods 
 

Plant material and growing conditions 

 Wheat seeds (Triticum aestivum L., var. Saba) disinfected for 5 min in sodium 

hypochlorite (37 g/l) were soaked for 8 h in distilled water and then allowed to germinate for 

7 days on moist cheesecloth in darkness at 18 to 20°C. Seedlings were planted in groups of 25 

in plastic holders and placed in 5 litres NO3
- solution. The NO3

- solution at pH 5.5 contained 3 

mM KNO3, 2.5 mM Ca(NO3)2, 0.75 mM KH2PO4, 0.25 mM K2HPO4, 0.2 mM NaCl, 0.75 

mM MgSO4, 10 µM MnCl2, 6 µM ZnSO4, 48.5 µM H3BO4, 16.5 µM Na2MoO4 and 0.5 µM 

CuSO4. Iron was added as 10 mg of Fe3+-EDTA per litre of NO3
- solution. The solutions were 

constantly aerated and changed every three days. Growth was carried out in a controlled 

chamber where light was applied during a 16 h photoperiod by white fluorescent bulbs 

(mixolamp 160W) and tubes (40W). The temperature was maintained at 21°C in the light 

period and 18°C in the dark period. Relative humidity was about 65 %.  

Nitrogen and light treatments 

 In the high N treatment (+N), seedlings were constantly grown on NO3
- solution for 14 

days at low illuminance (LI) 2000 or high illuminance (HI) 4000 lux at pot level. In the 10d(-

N) treatment, 4 days after planting out into NO3
- nutrient solution at 4000 lux, seedlings were 

transferred for 10 days at 4000 lux onto N-free nutrient solution similar to the complete 

solution except that 3 mM KCl and 2.5 mM CaSO4 were used to replace the NO3
- salts. In the 

21d(-N) treatment, after 7 days of germination, seedlings were constantly grown on N-free 

nutrient solution for 14 days at 4000 lux. 

Plant treatments  

 On the 21st day after soaking, 3 h after the start of the light period, four intact plant 

roots were rinsed three times with distilled water and placed under the same illuminance used 

for growth in a test tube containing 40 ml of distilled water, at pH 5.5. The solution was 

constantly aerated. At the end of the first sampling period, the roots were placed in another 40 

ml of distilled water for another period. The sequence was continued through 8 h and the 

medium was changed after each period. Seedlings were sampled at the beginning and end of 

the experimental period (8 h); roots and shoots were excised, dried and weighed. Tissue 

nitrate and SC before and after transfer of seedlings (at 0 h) to bathing solution were extracted 

from root and shoot separately with a cold methanol: chloroform: H20 (12: 5: 3 v/v/v) mixture 

according to Talouizte et al. (1984b). Exudates from the roots to water at different times were 

concentrated separately in 2 ml of distilled water. The NO3
--N content of tissues and root 
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exudates were determined with the method of Cataldo et al. (1975). SC of tissues and C of 

root exudates were assayed by the anthrone method (Halhoul and Kleinberg, 1972) and 

expressed as glucose equivalent. In the figures, SC and C loss are given as µg glucose per root 

dry weight and NO3
- as µg NO3

--N per root dry weight. 

Data analysis  

 The data were analysed by ANOVA (analysis of variance) to prove the significant 

difference between the treatments. Standard errors were calculated for all means and where no 

error bars appear, the standard error falls within the size of the symbol. For each treatment 

four repetitions (each of four plants) were made. For each repetition root exudates were 

collected during 0–8 h from the same plants. Each point of graph represents a single sampling 

time and is the mean of four repetitions with measurements made on different plants. 
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Results and discussion 
 

 Roots must use different strategies than do photosynthetic tissues to support N 

assimilation because translocated photosynthates provide both carbon skeletons and all the 

energy to roots and hence regulation is required to prevent potential competition between 

NO3
- assimilation and other metabolic pathways (for example: NO3

-/sucrose synthesis). The 

assimilation of NO3
- by the roots may require the regulation of the synthesis, translocation 

and supply of photosynthates, together with organic acids, to the mitochondria (Weger and 

Turpin, 1989; Bloom et al., 1992; Huppe and Turpin, 1994; Améziane, 1997). In the roots, 

photosynthates may be degraded, stored in the vacuole or leaked out (Wagner et al., 1983; 

Martin et al., 1987; Pollock and Cairns, 1991; Bush, 1993). Roots are known to continuously 

exude several compounds, i.e. organic acids, carbohydrates and amino acids (Martin et al., 

1987). The composition and the physiological significance of root exudates have been 

extensively investigated in tree mycorrhizae studies (Martin et al., 1987), but less research has 

been done on cereals (Gransee and Wittenmayer, 2000) and on the regulation and integration 

of this process in the root nitrogen metabolism. 

 Nitrogen deficiency increases the accumulation of SC (Fig. 1). This may be due to low 

SC degradation related to low NO3
- assimilation and synthesis of amino acids (Rufty et al., 

1988; Weger and Turpin, 1989; Bloom et al., 1992). It may also be due to (1) the recycling of 

C formed either during C degradation or during fructan synthesis, which increases under N-

limited conditions (Améziane et al., 1997), (2) the use of organic acids as respiratory 

substrates instead of C, (3) the loss of respiratory enzymes or mitochondria and (4) a decrease 

in the C permeability of root membranes. The root SC does not increase in 10d(-N) seedlings, 

whereas it significantly increases when the seedlings have never received NO3
- (i.e. in 21d(-

N) seedlings).  

 In contrast to this, the shoot SC significantly increases in all (-N) seedlings, indicating 

that the shoot carbon metabolism was probably more affected by N starvation than that of the 

roots (Fig. 1). This result may indicate that in 10d(-N) seedlings, probably neither excess C 

export from the shoots to the roots nor a decline in respiratory C degradation in the roots 

occurred during N starvation. However, during the 8–h experiment, the shoots accumulated 

88, 95.6 and 39 % of initial shoot SC (at 0 h), whereas the roots accumulated 34, 87 and 36 % 

of initial root SC (at 0 h) in (+N), 10d(-N) and 21d(-N) seedlings, respectively. This shows 

that even if the roots of 10d(-N) seedlings accumulated 87 % of the initial root SC they could 
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not store it in their vacuoles because at 0 h the low root SC contents found in these seedlings 

were similar to that of (+N) seedlings at the same time (0 h).  

 A high proportion of the C quantity (87 %) translocated to the roots in these seedlings 

will probably be consumed by respiration in the later dark period, suggesting fewer change in 

their root respiration during starvation. It may also show that in 21d(-N) seedlings, even if 

photosynthesis was decreased by N starvation, the shoots were able to maintain C export to 

the roots. On the other hand, if we compare the SC of (-N) seedlings to that of (+N) seedlings, 

we find that even if 21d(-N) seedlings appear to accumulate more SC during N starvation, 

they do not export more C to the roots than (+N) and 10d(-N) seedlings during 8 h, indicating 

probably high alterations in their root respiration caused by starvation (Fig. 1).  

 This result may indicate that the increase in root SC during starvation may stem from 

an increase in C exports and changes in respiration, but probably also from other processes. 

However, although it has been observed that the carbon export (efflux) from source leaves 

depends on their sucrose concentration (Ho, 1988), the present data show that here C loss 

from the roots is little or not influenced by the size of the internal SC content but is more 

dependent on the nitrogen status of the seedlings (Fig. 2A). (+N) seedlings, which showed 

low C accumulation and also low C export into roots during 8 h, lost a higher quantity of C 

compared to (-N) seedlings, indicating that C loss is very sensitive to N availability (Figs. 1 

and 2A).  

 In contrast to this, it has been reported that the total amount of carbon recovered in the 

root exudates decreases by increasing N fertilization (Kuzyakov and Domanski, 2000) and is 

controlled by the availability of N and carbon substrates in the root (Lemaire and Millard, 

1999). They have also reported that the carbon-replete plants whose growth is N-limited have 

an increased allocation of carbon to roots and a greater rate of exudation of carbon substrates 

compared to plants grown with a carbon-limitation, suggesting that here (-N) seedlings have 

probably leaked in high part an other carbon compound instead of carbohydrate. More 

detailed analysis is needed to investigate this possibility. However, the high decline in C loss 

from (-N) seedlings, which ranged from 86 to 91 % of the C loss from (+N) seedlings, 

indicates that the increase in root SC by N starvation may also be due to changes in C loss. 

These may not be entirely due to a decline in respiration here: since N starvation induces an 

increase in root intra-cellular C content and root growth, the respiration may not be drastically 

decreased because it must provide the energy and carbon skeletons required for root growth. 

Furthermore, the fact that the roots of 10d(-N) seedlings lost few C during 8 h (Fig. 2A) even 

if their SC are similar to that of (+N) seedlings, probably due to fewer changes in root 



 

 

179

 

respiration, suggests that the lower C loss from the roots may also be due to the inactivation 

or degradation of the membrane protein responsible for the C efflux caused by N starvation as 

reported for NO3
- efflux by Van der Leij et al. (1998).  

 In contrast to this, the high C loss from (+N) seedlings was probably due to the 

maintenance of high C loss system activity induced by a concomitant increase in sucrose 

degradation and decrease of fructan synthesis and C recycling caused by the nitrate-induced 

decrease in SPS and SST activities in the roots as found for SPS in leaves (Van Quy and 

Champigny, 1992; Champigny, 1995). The stimulation of C loss by NO3
- supply and the 

decline caused by N starvation confirm the hypothesis that the rate of biosynthesis (processes 

utilizing ATP: nitrate assimilation), rather than C, is the main limiting factor for the supply of 

C to the mitochondria and for respiration (Journet et al., 1986) and probably also for the 

synthesis and activity of the C efflux system.  

 On the other hand, an increase of respiratory oxidation of C and condensation of 

simple C into polysaccharides were showed in (-N) wheat seedlings (Talouizte et al., 1984a). 

Additionally, an increase in the malate concentration was also observed in the vicinity of the 

root tips in response to N starvation (Stumpf and Burris, 1981). However, in (+N) seedlings 

few organic acids (OA) are likely to be stored, because they may be used to buffer the OH- 

generated during nitrate reduction and to replace NO3
- anion for charge balancing.  

 Recently, Gransee and Wittenmayer (2000) found that the proportion of C and OA in 

root exudates vary with plant species and growth stage. They have also found that during 

plant development the relative amount of C decreased at the expense of OA, suggesting that 

the C efflux system was very active at very early growth stages. These observations suggest 

that here in (-N) seedlings, OA may replace C as the respiratory substrate, leading to a decline 

in C loss and increase in OA loss. They may also suggest that the change in the kind of 

respiratory substrate and the extent to which this replacement occurs in relation to N supply 

are probably linked to the synthesis and activity of the C efflux system.  

 However, if here it is assumed that in (-N) seedlings OA are the main respiratory 

substrates, the C loss from these seedlings is likely to be due to fructan synthesis and C 

recycling or to the low respiration rate if the C efflux channel remains active. Taken together, 

these results suggest that in the presence of NO3
-, either the decrease of root fructan and OA 

synthesis or the increase of respiration, sucrose degradation and the C efflux system activity 

in roots, singly and/or in interaction, may increase C loss, but the contribution of each of these 

factors to variations in C loss cannot be determined here.  
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 Since C loss was affected by the NO3
- supply and probably by membrane 

permeability, is it linked to NO3
- efflux? To reply to this question, the variation in NO3

- efflux 

in root exudates was also investigated. However, when C and NO3
- releases are compared, it 

is found that NO3
- loss, as for C loss, follows internal nitrate contents and is thus relatively 

important for (+N) seedlings but not at all so for 10 and 21d(-N) seedlings (Figs. 2A, 2B and 

3). Loss of NO3
- from (+N) seedlings increased slowly and remained lower than that of C, 

whereas for all (-N) seedlings losses of C and NO3
- were very low, suggesting the existence of 

a relationship between losses of NO3
- and C. What, then, happens to C loss if NO3

-loss 

increases? Is it increased by NO3
- loss? 

 To test the hypothesis that C and NO3
- losses are linked, they were compared under 

two light intensities (low, LI, and high HI, illuminance) as described in the Materials and 

methods section. The effect of low NO3
- assimilation (i.e. increased NO3

- loss) was also tested 

here without altering the NO3
- supply or, probably, the membrane structure and permeability. 

However, during 0–8 h, seedlings exposed to HI accumulated relatively high amounts of SC, 

whereas at LI, seedlings did not accumulate SC (Fig. 4), indicating low SC formation and 

hence low translocation from the shoots to the root in LI, leading to low NO3
- assimilation 

and thus to a high accumulation of NO3
- in the tissues (Fig. 5).  

 The question is, whether this increase in root NO3
- content induces a concomitant 

increase in C and NO3
- losses in spite of the decline in NO3

- assimilation, and from what 

compartment the effluxed C comes. NO3
- loss from LI seedlings was significantly higher than 

that from HI seedlings, whereas C loss was significantly higher at HI than at LI, in spite of 

there being little difference between HI and LI seedlings in root SC concentration at 0 h, 

suggesting a negative correlation between NO3
- and C efflux (Figs. 4 and 6).  

 Robinson and Baysdorfer (1985), Weger and Turpin (1989) and Bloom et al. (1992) 

have reported a close relationship between NO3
- efflux and light, between NO3

- efflux and C 

and between NO3
- efflux and respiration via nitrate assimilation. It is well known that a 

reduction in light intensity may cause a substantial decrease in photosynthesis and C 

translocation, leading to the depletion of the intra-cellular C content and a subsequent 

decrease in respiration (Saglio and Pradet, 1980). The high increase in C loss associated with 

a high decline in NO3
- loss at HI, in spite of there being little difference between the  

root SC contents of HI and LI seedlings at 0 h, suggests that at LI it is the low C export which 

affects C loss by decreasing the NO3
- assimilation through a diminution of the current 

photosynthates degradation and carbon supply to the mitochondria. This may eventually also 

decrease C loss by closing the C efflux channel and/or by stimulating hexose recycling during 
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the use of reserves by respiration. However, the degree to which current photosynthates or 

stored assimilates can be used in this process will require much more research with 14C tracers 

to determine the distribution of current photosynthates between C loss and storage pools in 

the roots.  

 Finally, the present data indicate that C loss was dependent on both light and NO3
- 

pre-treatment via nitrate assimilation (Figs. 2 and 6). Low NO3
- and light reduced C loss. C 

loss was decreased to a greater extent by low NO3
- than by low light, indicating that C loss 

was more dependent on nitrate than on C export. The high decline in C loss in spite of an 

increase or decrease in NO3
- loss, reported in this paper, may indicate that the two types of 

losses involve different mechanisms. Further studies on respiration, fructan synthesis 

(including hexose recycling) and organic acid synthesis in roots in relation to the nitrate 

supply may contribute to the elucidation of these assumptions and to a better understanding of 

the mechanism of the carbohydrate efflux system. 
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Résumé 
 

 L’effet du génotype, de la partie aérienne, et des sels sur l’efflux du NO3
- (E) a été 

étudié dans quatre conditions différentes: plantules intactes (PI), racines excisées (RE), 

plantules décapitées (PDC) et plantules défoliées (PDF). Les résultats obtenus montrent que 

RE affecte légèrement l’efflux chez Achtar et Tegyey32, mais diminue fortement chez Saâda 

et Saba comparé à PI. Cette diminution est observée aussi chez PDC pour Saâda et Saba. Une 

augmentation de E est obtenue chez PDC pour Tegyey32 mais aucun effet n’est observé chez 

Achtar. Sur sel à la lumière, PDF augmente significativement E chez Saâda seulement. Sur 

eau à la lumière, PDF augmente significativement E pour Saâda et Saba, diminue 

significativement pour Achtar et légèrement pour Tegyey32. Sur sel à l’obscurité, PDF 

diminue significativement E pour Saâda, Saba et Tegyey32 et augmente légèrement pour 

Achtar. Sur eau à l’obscurité, PDF diminue significativement E pour Saâda mais augmente 

significativement pour Saba et affecte légèrement E pour Achtar et Tegyey32. Ces résultats 

montrent que E est réduit par les feuilles et stimulé par la feuille 4 et l’apex. L’activité de la 

feuille 4 et l’apex est beaucoup plus atténuée par les sels et stimulée par la lumière et les 

feuilles 1 et 2 pour Saâda et Saba, indiquant que les sels affectent les signaux chimiques 

foliaires auxquels l’efflux est sensible. L’ampleur de ce contrôle par la partie aérienne est 

élevée chez Saâda et Saba et faible chez Achtar et Tegyey32, suggérant que les racines aussi 

bien que la partie aérienne sont impliquées dans le contrôle interne de E. Ces résultats et 

d’autres tirés de la littérature supportent l’idée que le contrôle du système de l’efflux est 

complexe étant donné qu’il peut être influencé par plusieurs facteurs. 

 

Mots clés: feuilles; apex; efflux du NO3
-; génotype; sels; blé 
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Abstract 
 
 The effect of genotype, shoots and salts on NO3

- efflux (E) was studied, using four 

experimental treatments: intact seedlings (IS), excised roots (ER), decapitated seedlings 

(DCS), and defoliated seedlings (DFS). Data show that ER affects slightly E for Achtar and 

Tegyey32, but decreases highly for Saâda and Saba compared to IS. E reduction in DCS is 

also found for Saâda and Saba. E increase is obtained in DCS for Tegyey32 but no effect is 

observed for Achtar. In salt-light, DFS increases significantly E only for Saâda. In water-

light, DFS increases significantly E for Saâda and Saba, decreases significantly for Achtar 

and slightly for Tegyey32. In salt-dark, DFS decreases significantly E for Saâda, Saba and 

Tegyey32 and increases slightly for Achtar. In water-dark, DFS decreases significantly E for 

Saâda but increases significantly for Saba and slightly affects for Achtar and Teggyey32. 

These data indicate that the leaves reduce E but the leaf 4 and apex stimulate E. The activity 

of leaf 4 and apex is much more attenuated by salt and stimulated by light and leaves 1 and 2 

for Saâda and Saba, indicating that salt affects the shoot chemical signals to which E is 

sensitive. The relative size of this shoot control is high in Saâda and Saba and low in Achtar 

and Tegyey32, suggesting that roots as well as shoot are involved in the internal regulation of 

E. These data and other extracted from the literature support the idea that the E carrier control 

in plant is complex since it may be influenced by several factors. 

 

Key words: leaves; apex; NO3
- efflux; genotype; salts; wheat 
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Introduction 
 

 NO3
- uptake is closely correlated to the growth of shoots in higher plant (Rodgers and 

Barneix, 1989). N-deprivation increases the capacity of root NO3
- uptake (Talouizte et al., 

1984). At non limiting N conditions NO3
- uptake is under control of internal regulating 

mechanisms (Ismande and Touraine, 1994; Ter Steege et al., 1999). Studies in the past ten 

years and earlier research by Clarkson (1986) show that the model of pump and leak (Scaife, 

1989) is not adequate to explain the underlying biological complexity of uptake regulation. It 

seem that uptake is the net result of nitrate influx and efflux, which are regulated 

independently (Aslam et al., 1995; Clarkson, 1986). However, little information is available 

on the complex interactions between nitrate influx and efflux and the role of either flux in 

uptake control is still a matter of debate. Several studies showed that alteration in uptake can 

entirely be due to changes in influx (Glass et al., 1985; Lee and Drew, 1989; Siddiqi et al., 

1990; Lee, 1993), while other works revealed that changes of uptake may be explained by 

variation of efflux (Deane-Drummond, 1986). 

 Much effort has been devoted toward understanding the mechanism and genetic of 

NO3
- influx with the eventual goal of improving our knowledge about the control of uptake 

(Tsay et al., 1993; Aslam et al., 1995; Muller et al., 1995; Muldin and Ingemarsson, 1995; 

Huang et al., 1996; Huang et al., 1999; Kronzuker et al., 1999; Liu et al., 1999; Gazzarrini et 

al., 1999; Lin et al., 2000). However, although many studies have contributed to 

understanding uptake regulation, data on this event in higher plant roots are still lacking 

(Deane-Drummond, 1986; Zhang and MacKown, 1993; Aslam et al., 1995; Ter Steege et al., 

1999). Similarly, even if we know that uptake is repressed by signal of N satiety, and 

stimulated by signal of N-deprivation (Ismande and Touraine, 1994), one cannot well know 

whether these signals are primarily upon influx or efflux. 

 Several external and internal factors have been found to affect uptake (Casadesus et 

al., 1995; Ismande and Touraine, 1994; MacDuff et al., 1994), however, the factors by which 

plant adapts uptake to global N demand remain unknown. Amino acids and organic acids 

have been suggested to be involved in information exchange between root and shoot via 

phloem transport (Muller and Touraine, 1992; Touraine et al., 1992; Lainé et al., 1995; 

Delhon et al., 1995b). It was found that amino acids reduce uptake by their accumulation in 

root (Muller and Touraine, 1992), whereas malic acid increases directly uptake (Touraine et 

al., 1988) but the action mechanism of both kinds of compounds on influx and efflux both 

singly and/or in interaction remains unknown. The involvement of shoot in this regulation has 
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been tested by leaf excision (Jarvis and MacDuff, 1989; MacDuff et al., 1989; MacDuff et al., 

1992; Abdellaoui et al., 2001). They have found that uptake decreases in defoliated plant 

(MacDuff et al., 1992), while efflux decreases in excised root and decapitated plant and 

increases in defoliated plant compared to intact plant (Abdellaoui et al., 2001), leading theses 

authors to the suggestion that shoot may regulate uptake by stimulation and reduction of 

efflux by apex and leaves, respectively. However, very little is known about these events and 

neither the extent of shoot contribution nor the mechanism of this control and the nature of the 

biological shoot signal(s) by which root efflux is modulated are understood. The aim of the 

present paper was to analysis the effect of KCl-salt, genotype, light and darkness on the E 

regulation by the aboveground parts in wheat.  
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Materials and methods 
 

Plant material and growing conditions 

 Wheat seeds (Triticum aestivum L., var. Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32) 

disinfected for 5 min in sodium hypochlorite (37 g/l) were soaked for 8 h in distilled water 

and then allowed to germinate for 6 days on moist cheesecloth in darkness at 18 to 20°C. 

Seedlings were planted in groups of 25 in plastic holders and placed in 5 litres NO3
- solution. 

The NO3
- solution at pH 5.5 contained 3 mM KNO3, 2.5 mM Ca(NO3)2, 0.75 mM KH2PO4, 

0.25 mM K2HPO4, 0.2 mM NaCl, 0.75 mM MgSO4, 10 µM MnCl2, 6 µM ZnSO4, 48.5 µM 

H3BO4, 16.5 µM Na2MoO4 and 0.5 µM CuSO4. Iron was added as 10 mg of Fe3+-EDTA per 

litre of NO3
- solution. Solutions were constantly aerated and changed every three days. 

Growth was carried out in controlled chamber where light was applied during a 16 h 

photoperiod by white fluorescent bulbs (mixolamp 160W) and tubes (40W) to give 2000 lux 

at pot level. Temperature was maintained at 21°C in light period and 18°C in dark period. 

Relative humidity was about 65%. 

Plant treatments  

 On the 21st day after soaking, counted from the base the first (L1) and the second (L2) 

leaves had reached full expansion whereas the third (L3) was young still expanding leaves in 

all varieties. The fourth leaf (L4) begins to appear. Three hours after the start of the light 

period, four experimental treatments were performed: (1) intact seedlings, (2) excised roots: 

seedlings were defoliated at the shoot/root junction, (3) defoliated seedlings: defoliation 

removed all lamina tissue of leaves 1, 2 and 3 but the fourth leaf and apex were not touched, 

and (4) decapitated seedlings: the fourth leaf and apex were removed and the leaves 1, 2 and 3 

were not touched. Four intact, excised, decapitated or defoliated plantlet roots of each variety 

were rinsed three times with distilled water and placed in light or dark in a test tube 

containing 40 ml of distilled water or 40 ml of salt solution, at pH 5.5, similar to the complete 

nutrient solution except that NO3
- salts were replaced by 3 mM KCl and 2.5 mM CaSO4. The 

solutions were constantly aerated. At the end of the first hour, the roots were placed in another 

40 ml of the identical solution for 1 h. The sequence was continued through 2-8 h and the 

medium was changed every two hours. At the end of the experimental period (8 h), all plant 

roots were removed from the bathing solution; roots and shoots of the seedlings were excised, 

dried and weighed. NO3
--N leaked out from the roots to the solutions at different times were 

concentrated separately in 2 ml of distilled water and determined according to the method of 

Cataldo et al. (1975). For each of the four varieties four repetitions (each of four plants) were 
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realized for each experimental treatment. For each repetition five determinations were made 

during the time with the same plants. In the figures, nitrate E is given as µg NO3
--N E per root 

dry weight. The data were analysed by ANOVA (analysis of variance, P<0.05) to prove the 

significant difference between varieties and between treatments. Standard errors were 

calculated for all means and where no error bars appear, the standard error falls within the size 

of the symbol.  
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Results and discussion 
 
 Efflux most likely is a channel-mediated process (Glass and Siddiqi, 1995) and 

generally increases with increasing internal NO3
- concentration (Zhang and MacKown, 1993). 

It is also found to be highly related to relative growth rate and NO3
- translocation (MacDuff et 

al., 1994; Ter Steege, 1996; Ter Steege et al., 1999; Scheurwater et al., 1999). However, 

experimental information on E regulation in higher plant roots is still lacking, and other 

internal and external regulating factors might be involved as well (Aslam et al., 1995, 1996; 

BenDriss Amraoui et al., 2000, BenDriss Amraoui and Talouizte, 2001).  

 Differences between salt and water and between varieties are found when we compare 

the E from ER and DFS to that of IS. Similarly, differences were also found between varieties 

in E from DCS compared to IS. ER, compared to IS, affects E in both solutions for all 

varieties, except in Tegyey32 (Fig. 1). In Achtar, ER slightly increases E in salt and not in 

water compared to IS. In Tegyey32, it does not affect significantly E in both solutions. In 

Saâda and Saba, ER decreases highly E in salt (73.43% of IS in Saâda and 66% in Saba), 

whereas in water, it only slightly decreases (33.17% in Saâda and 8.1% in Saba, Fig. 1).  

 The effect of shoot on E is different from variety to another since the effect of ER vary 

with variety (E decreases or not). This effect is dependent on ions in the root zone. Moreover, 

the fact that root excision slightly affects E in Achtar and Tegyey32 in all solutions suggests 

that E in these varieties, in contrast to the others, is slightly dependent on xylem and phloem 

loading and shoot. The rapid and considerable decline of E from Saâda and Saba in the first 

hour after defoliation (Fig. 1) is in accordance with data of Jarvis and MacDuff (1989). They 

showed that net NO3
- uptake and assimilation by the roots of defoliated grass plants continue 

for 15 h after defoliation, before declining to low levels for several days. Similarly, de Visser 

et al. (1997) found rapid incorporation of currently absorbed N in growth zones on the first 

day after defoliation. 

 In similar way, MacDuff and Jackson (1992) have found that ryegrass plant defoliated 

to 1 cm above the shoot/root junction, like that in prolonged exposure to darkness, showed a 

smaller increase of E associated to remarkable a decrease of NO3
- translocation and an 

increase of NO3
- reduction during the first 15 min after excision. 

 In another study using 7-day-old maize seedlings, Barthes et al. (1995) observed a sap 

dilution caused by an increase of water uptake during 5 h after detopping. They have also 

found that root NR was relatively important at 5 h after detopping and was increased with 

increasing incubation time or external NO3
- concentration. Similarly to defoliation, it has been 
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found that the absence of K+ ions reduced NO3
- transport to shoots (Blevins et al., 1978; Rufty 

et al., 1981) and enhanced NO3
- reduction in roots (Rufty et al., 1981). According to Miller 

and Smith (1996) xylem loading may be involved in the regulation of root cytosolic 

concentration of nitrate ([NO3
-]cyt). Indeed, Ter Steege et al. (1999) found that differences in 

NO3
- translocation between morning and afternoon coincided with differences in E, which is 

in accordance with the suggested regulation of NO3
- efflux by ([NO3

-]cyt.  

 In addition, enhanced NO3
- efflux per net mole of NO3

- taken up during the dark 

period is found to reflect diurnal variations in NO3
- flux to the xylem (Scheurwater et al., 

1999). A lower rate of NO3
- flux to xylem was suggested to be associated with a lower rate of 

transpiration during the dark period. However, maintenance of a constant transpiration rate 

during the day/night cycle did not prevent the inhibition of net NO3
- uptake in darkness, 

whereas it almost prevented the increase in root NO3
- content in dark (Delhon et al., 1995b). 

This suggests that the NO3
- efflux is not exclusively mediated by changes in the rate of NO3

- 

transport to the xylem and transpiration, but is also modulated by changes in the rate of N 

assimilation as reported by Scheurwater et al. (1999). 

 The decline of E in ER of Saâda and Saba, in contrast to Achtar and Tegyey32, might 

be related to an increased flux of NO3
- to the reduction and assimilation pathway, leading to a 

lower [NO3
-]cyt and hence to a lower E (Teyker et al., 1988; Zhang and MacKown, 1993). 

However, the fact that E decreases considerably or increases slightly after suppression of 

shoot indicates that the aerial part stimulates E. 

 On the other hand, Champigny and Talouizte (1981) have found that L1, L2 and L3 

accumulate 49.7, 21 and 16.6% of total 14C assimilated in their laminas and 2.6, 7.8 and 63% 

in their bases whereas they export 47.7, 71.2 and 20.4% (after 5 h in light), respectively. They 

also found that the ratio “% of 14C transported to the fourth leaf and apex/% of 14C transported 

to the root’’ was equal to 1 (16.5/15.7), 6.1 (51/8.3) and 11.2 (16.8/1.5) for L1, L2 and L3, 

respectively. This indicates that E may decrease by the suppression of leaf 4 and apex which 

compete with roots for solute export from L1, L2 and slightly from L3 (First hypothesis) and 

may increase by the suppression of solute export from leaves to roots (Second hypothesis). 

 To test the first hypothesis we followed E from decapitated seedlings during 8 h (Fig. 

2). As compared to IS, a significant E reduction in DCS is also found only for Saâda and 

Saba. An increase is observed for Tegyey32 but no increase is noted for Achtar. These E 

variations are in accordance with those from ER for all varieties (Figs. 1 and 2). This result 

shows that the observed reduction of E in ER is due essentially to the suppression of L4 and 

apex. This also indicates that the leaf 4 and apex affect more E in Saba than in Saâda. 
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However, the low increase of E in Achtar and Tegyey32 after decapitation is in line with the 

results obtained in ER, suggesting that leaf 4 and apex play little role in the regulation of E in 

these two varieties leading to the conclusion that E control also involves roots. 

 Recently, Siebrecht and Tischner (1999) found that NO3
- concentration in xylem sap 

dropped immediately after transfer of decapitated plants to N-free medium, indicating the 

close connection between NO3
- uptake and xylem loading. They, however, also found that 

even after 24 h of NO3
- depletion there is still a low NO3

- concentration found in the xylem 

sap, indicating a very slowly occurring unloading of the storage tissue which is never 

sufficient to maintain the NO3
- concentration in the xylem sap (Siebrecht and Tischner, 1999). 

This implies that here the decline in NO3
- efflux from ER and DCS of Saâda and Saba occurs 

even if NO3
- concentration in xylem sap dropped certainly after NO3

- removal from the bath 

solution. This observation indicates an increase of nitrate reduction in Saâda and Saba after 

leaf cutting as found by MacDuff and Jackson (1992). The fact that E decreases in ER and 

DCS of Saâda and Saba may also mean that in these two varieties leaf 4 and apex compete 

probably more for solute export with roots than in Achtar and Tegyey32. 

 To test the second hypothesis, E is followed from defoliated seedlings in which all 

leaves are removed, except leaf 4 and apex (Fig. 3). In water-light, DFS does not affect E for 

Tegyey32, whereas it increases significantly for Saâda and Saba, and decreases significantly 

for Achtar compared to IS. In salt-light, DFS increases significantly E in Saâda, but does not 

increase that in Achtar, Saba and Tegyey32. However, the fact that DFS in Saba does not 

increase more E than IS in salt-light as in water-light is due to the salt effect on the root 

membrane stability which increases E of both DFS and IS and thus masks the effect of leave 

removal on E in Saba. Similarly, the increasing effect of leaves cutting on E in Saâda is 

considerably reduced in salt compared to that obtained in water (Fig. 3). These Saâda and 

Saba behaviours in salt indicate that salt may also affect directly or indirectly the efflux 

regulation by shoot. 

 DFS of Achtar and Tegyey32 does not leak out in water-light more NO3
- than those of 

Saâda and Saba compared to IS (Fig. 3). These observations which confirm our second 

hypothesis show that if the effect of leaf 4 and apex is low or high it is also low or high by 

leaves, respectively, and if defoliation increases E in water, it also increases significantly E in 

salt, respectively. For example, in Saâda and Saba E is increased in DFS and decreased in 

DCS, whereas in Achtar and Tegyey32 E is slightly affected in the two cutting treatments. 

This is in line with ER data and indicates the existence of genotypic differences in the relative 

size of shoot control of E (low shoot control of E in Achtar and Tegyey32 and high in Saâda 
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and Saba). This also indicates much more dependence of E on root than on shoot in Achtar 

and Tegyey32 in contrast to Saâda and Saba. 

 Indeed, this varietal difference in the partitioning of E control between shoot and roots 

is likely related to differences in the partitioning of NO3
- reduction between leaves and roots 

since NO3
- uptake and efflux are found to increase and decrease, respectively, by shoot NO3

- 

reduction products (organic acids, Ben-Zioni et al., 1971; Touraine et al., 1994; Abdellaoui, 

2001; Larhnim, 2001). Since E is found to vary slightly in DFS and DCS of Achtar and 

Tegyey32, NO3
- reduction is probably lower in shoot than in roots, whereas for Saâda and 

Saba, in which E is found to highly increase (in DFS) and decrease (in DCS) NO3
- reduction 

is probably similar or higher in shoot than in roots.  

 The fact that E decreases in excised roots and decapitated seedlings while it increases 

in defoliated seedlings (in Saâda and Saba) suggests that the leaf 4 and apex stimulate E by 

chemical factor descended from the top and leaves inhibit it by solute export. Additionally, 

the fact that in ER the E decreases considerably, instead of to remain constant or to increase 

(in Saâda and Saba), even if solute export from the shoot is entirely abolished shows that the 

effect of leaf 4 and apex is more important than that of the other leaves or that root reserves in 

ER have masked the decline effect of export from leaves to roots. This later observation may 

be discarded because when the leaves are removed alone (as in DFS) the root reserves do not 

prevent an increase of E. Similarly, the E does not decrease significantly even if glucose (at 

40 mM) is added to ER in the bath solution (Abdellaoui, 2001; Larhnim, 2001). These 

observations indicate that shoot control of E is occurred by other translocated compounds 

more than by sugar export from shoot. Nevertheless, questions about the origin of E variations 

after decapitation and defoliation remain to be answered. Are variations due to the removal 

parts and/or to the residual parts after cutting? What is the real effect of leaf 4 and apex, and 

leaves 1, 2 and 3 both singly and/or in interaction in plant control of E?  

 It has been reported that the modification of the height by defoliation or modification 

of the activity of leave sources produces a modification of distribution of assimilate flux 

patterns and an effect in turn on the remained sources leading to changes in source-sink 

relations and competitions (Prioul, 1984). In Lolium, excision of lower leaves increases 

assimilate translocation from the upper leaves to the roots (Evans and Wardlaw, 1964). 

However, an important defoliation tends to favour globally supplying of meristems at the root 

expense (Ryle and Powell, 1975). These compensatory changes of fluxes of currently 

assimilated carbon and nitrogen between the residual parts of defoliated plants at short-term 

may mask in part the real contribution of the removed part of shoots on E since plant tends to 
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adapt to the new situation after defoliation. But, even if this adaptation is specific to the 

removed parts the variation may also result in the contributions of the residual parts. 

 In salt-dark, DFS increases slightly E in Achtar, but decreases significantly in Saâda, 

Saba and Tegyey32 compared to IS (Fig. 4). This observation indicates that in dark when 

leaves are removed the E does not increase as in light, but decreases due likely to the 

diminution of the activities of residual part (L4 and apex) and/or to the decline of solute 

translocation to roots in dark. This shows that leaves are needed in dark to sustain the E 

stimulating activity of leaf 4 and apex (biosynthesis of compound). This also indicates that the 

residual parts in defoliated seedlings play an important role in the control of efflux and 

suggests that in DCS the decrease of E in Saâda and Saba (Fig. 2) is not only due to the 

elimination of leaf 4 and apex but is also due likely to the contribution of the residual parts 

(leaves 1, 2 and 3) as reported by Abdellaoui et al. (2001), who have found that leaves 1, 2 

and 3 are responsible for the decline of E in DCS in light compared to DCS in dark. 

 However, this high decline in DFS-dark as in ER and DCS (for Saâda and Saba), in 

contrast to that in DFS in light (Figs. 1, 2 and 5), indicates that nitrate reduction of defoliated 

seedlings is not decreased in dark. This contrasts with the known effect of induced-dark 

inactivation of NR, but is in accordance with the hypothesis of MacDuff and Jackson (1992) 

according to which NO3
- reduction balances the decline of NO3

- translocation and prevent the 

increase of [NO3
-]cyt and E after cutting. Taken together, these observations suggest that 

shoots affect efflux and root nitrate reduction since defoliation prevents an increase of E and 

probably a decline of nitrate reduction in dark.  

 In water-dark, DFS decreases E in Saâda and Tegyey32 but increases in Achtar and 

Saba compared to IS (Fig. 4). This effect is significant in Saâda and Saba and not in Achtar 

and Tegyey32 and confirms the low shoot control of E for Achtar and Tegyey32. The fact that 

for Saba in DFS-dark, compared to IS, E increases in water and decreases in salt is not 

understood (Fig. 3). These data are in line with those in salt-dark, except for Saba, and 

indicate that L4 and apex utilize their photoassimilats in light or their reserves transported 

from leaves 1, 2 and 3 to the apex to stimulate E in dark. This hypothesis is in accordance 

with the synthesis of factors like (i) auxin (AIA) in leaf 4 and apex (from the amino acid 

Tryptophane, Eckardt, 2001) and (ii) organic acids in leaves 1, 2 and 3 (from biochemical pH-

stat in leaves, Ben-Zioni et al., 1971) as suggested by Abdellaoui (2001) and Larhnim (2001), 

who have found that indol butyric acid (AIB) and organic acids (succinate and malate) 

applied directly to roots stimulates and reduce E, respectively.  



 204  

 To attest this hypothesis and to verify whether leaves 1, 2 and 3 contribute in the L4 

and apex control of E in dark, similar experimental treatment is performed as described for 

DFS treatment in Material and methods section, except that only L1 and L2 are removed (-

L1,2). In salt-light, -L1,2 increases E dramatically in Saâda and less intensively in Tegyey32, 

whereas it does not affect for Saba and decreases for Achtar compared to IS (Fig. 5). In salt-

dark, -L1,2 decreases considerably E in Saâda and Saba, while it slightly increases for Achtar 

and Tegyey32. Interestingly, this result confirms the E increase in light for Saâda and decline 

in dark for Saâda and Saba observed in salt-DFS (Figs. 3, 4 and 5), leading to the suggestion 

that leaves 1 and 2 sole can totally sustain leaf 4 and apex in their efflux stimulating activity. 

However, this behaviour of Saâda and Saba contrasts with that of wheat varieties reported by 

Abdellaoui et al. (2001) and Larhnim (2001), who have found that in salt-DFS dark increases 

more E compared to light as exactly found here for Tegyey32 and slightly for Achtar. 

According to theses authors, this was due low AIA oxidation in dark. 

 The present data show that the genotype, in which E is reduced in salt, shows little if 

any response of E to defoliation (Achtar and Tegyeye32), whereas the genotype, in which E is 

not reduced significantly (Saâda) or is increased (Saba) in salt, shows high effect of 

defoliation on E. Since ion leakage is ascribed to be affected by salts (Navari-Izzo et al., 

1988), and by plant perturbations caused by defoliation (Ter Steege and Stulen, 1997; Ter 

Steege et al., 1998), these observations indicate close links between defoliation and salt 

effects. This also suggests that salt effects on E are closely related to the aerial part and ion 

circulation within the plant. 

 When we compare DFS in dark to ER, we found that in salt as well as in water E is 

similar in both defoliation treatments for Achtar, but is significantly higher in DFS than in ER 

for Saba and Tegyey32 in both mediums. For Saâda, E is significantly higher in DFS than in 

ER only in salt (Fig. 6). These data show that E from DFS is only 2 times larger than from ER 

for Saâda (salt), Saba and Tegyey32 (salt and water). This contrasts with data of Abdellaoui et 

al. (2001), who have found a high increase (8 to 10 times) of E in DFS compared to ER in all 

their varieties. This discrepancy is certainly an effect of genotype since here Achtar shows no 

difference between the two defoliation treatments. 

 However, if we compare DCS to DFS in dark or light, we found that E increases 

progressively from DCS in light to DFS in dark and from DFS in dark to DFS in light for 

Saâda and Saba, whereas for Achtar and Tegyey32, the E is relatively similar for all these 

treatments, except for DFS of Achtar in dark (Figs. 2, 3 and 4). The E increases from DCS to 

DFS in light probably with increasing of AIA and/or Asn and Gln transported from leaf 4 and 
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apex to roots and/or with decreasing of organic acids from the residual part as suggested by 

Casadesus et al. (1995), who have reported that light stimulates uptake by intermediate agent 

descended from shoot.  

 Exogenous supply of amino acids or malate, a NO3
- assimilation by-product (Ben-

Zioni et al., 1971; Touraine et al., 1988), depress and stimulates NO3
- uptake, respectively 

(Lee et al., 1992; Muller and Touraine, 1992; Touraine et al., 1992). However, uptake was 

found to be released essentially on NO3
- influx whereas it appeared to decrease slightly E by 

decreasing influx and root [NO3
-]cyt.(Muller et al., 1995). This observation suggests that here 

(where NO3
- influx is nil) if amino acids contribute to E variation it may occur only via its 

effect on NR, whereas for organic acids it may occur via NR and/or efflux (Abdellaoui, 2001) 

as suggested for NO3
- uptake (Touraine et al., 1988; Muller and Touraine, 1992). 

 Recently, Schnyder and de Visser (1999) found that carbon of amino acids constituted 

approximately 60% of the net influx of reserve carbon in shoot regrowth after defoliation. 

Similarly, de Visser et al. (1997) found higher carbon amino acids turnover in root growth 

zones than in leaf growth zones after defoliation. If these occur here during 8 h after 

defoliation they may explain the high decline of E in ER and DCS by decreased amount of 

amino acids and hence increased amount of organic acids which may operate at least in part 

on NR activation (Müller et al., 2001) and/or directly on E. But, the fact that E does not 

decrease also in DFS-light, while it declines only in DFS-dark suggests that this amino acid 

turnover in root is likely modulated by leaf 4 and apex in light.  

 MacDuff et al. (1989) have found that defoliation increases the vacuolar storage 

demand in roots of grasses. Moreover, they have found that defoliation decreases uptake in 

high N-seedlings and not in low N-seedlings compared to control, indicating that the effect of 

defoliation on NO3
- fluxes may be affected by N-status. However, the fact that E in Achtar 

and Tegyey32 is slightly affected by leaves and apex removals, like for NO3
- uptake in low N-

seedlings of MacDuff et al. (1989), suggests that in these two varieties N-status is probably 

lower than in the others. Plant N-status is relatively high in all these varieties. Achtar, Saâda 

and Tegyey32 show similar N-status, whereas Saba shows low N-status and organic soluble N 

(chapter 2, Tab. 6). Nitrate concentration of roots is relatively similar for all the four 

varieties, but in shoot only slight differences in [NO3
-] are found between all varieties 

(chapters 3 [Tab. 2] and 4 [Fig. 3]). This N data do not reflect the behaviour of all varieties 

in E and suggests that other factors are involved in E regulation. 

 It has been reported by many workers that phytohormones are not directly involved in 

the adjustment of NO3
- transport system to plant N demand (Chapin et al., 1988; Radin and 
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Matthews, 1989; Chapin et al., 1990; Clarkson and Touraine, 1994). Similarly, Chapin et al. 

(1988) have found that exogenous ABA does not stimulate root NO3
- uptake. In addition, it 

has also pointed out that amino acids seem affect E only indirectly via their effect on influx 

(Muller et al., 1995) or by their accumulation in root (Muller and Touraine, 1992), suggesting 

that the E variation observed here may be probably indirectly due to the effect of these both 

kind of compounds on NR (decline in NR mRNA by an increase of abscisic acid/cytokinin 

ratio [ABA/CK, Lu et al., 1992] and/or by an increase of Asn and Gln in roots [Sivasankar et 

al., 1997]). 

 In similar way, the fact that AIA induces mitogenic activated protein kinase (MAPK) 

activation and thus an increase in protein kinase activity in roots of Arabidopsis seedlings 

(Mockaitis and Howell, 2000), which may phosphorylate NR and thereby make it a target for 

inhibition by 14-3-3 protein binding (MacKintosh et al., 1995; Kaiser et al., 1999; Sugden et 

al., 1999), suggests that the reported effects of apex or AIB application to root by Abdellaoui 

(2001) and Larhnim (2001) or the observed effect of L4 and apex here on E may occur 

probably via its effect on NO3
- reduction rather than directly on NO3

- efflux. The fact that NR 

mRNA increases 15 min after application of CK to plant in dark is in favour of this 

suggestion (Faure et al., 1997).  

 Zhang and Forde (2000) found that a critical stage in the development of the lateral 

root is highly susceptible to inhibition by a systemic signal that is related to the amount of 

absorbed nitrate by the plant. They  have provided evidence for an overlap between the auxin 

and response pathways in the control of lateral root elongation. The systemic inhibitory effect, 

which delays the activation of the lateral root meristem, appears to be positively correlated 

with the N status of the plant and is postulated to involve a phloem-mediated signal from the 

shoot.  

 In their assay with nodes from wild-type and hormone-signalling mutants to test the 

role of ethylene (ET), CK and ABA in bud inhibition by apical AIA, Chatfield et al. (2000) 

found that ET and ABA signalling are not to be required for AIA action. By contrast, basally 

applied CK was found to release lateral buds from inhibition by apical AIA, while apically 

applied CK dramatically increased the duration of inhibition. This observation, which may not 

eliminate CK as a second messenger for AIA-mediated bud inhibition, indicates that if 

auxines play an important role here in the E control by the leaf 4 and apex its effect may be 

probably modulated, aided and/or exercised by a second messenger as found for AIA-

mediated bud inhibition. This also suggests that if the hormone is basally applied it might 
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produce different effects, on root nitrate metabolism, from that if it is apically applied or 

synthesized.  

 In addition to this, Rubery et al. (1987) and Lomax et al. (1995) proposed that AIA is 

co-transported with one or two protons by the influx carrier and excreted as an anion by the 

efflux carrier, leading to the suggestion that applied AIA to root might induce internal 

acidification since exogenous AIA induced an activation of ATPase and proton-pumping 

activities of isolated and purified plasma membrane and hence a proton efflux (Santoni et al., 

1990, 1991; Masson et al., 1996). Furthermore, increased H+ efflux requires the presence of 

K+ (Claussen et al., 1997), presumably because an influx of K+ is required as a charge balance 

for the electrogenic proton efflux. Consistent with the acid growth theory, in the absence of 

K+ and detectable proton efflux, no auxin-induced growth occurs (Claussen et al., 1997). 

Delbarre et al. (1998) found that the activity of the influx AIA carrier decreased on increasing 

external pH and on decreasing internal pH, whereas that of the efflux carrier is only impaired 

on internal acidification. These observations show that K+ influx by acting on internal 

acidification favours auxin-induced growth, protein synthesis (Walker et al., 1998) and AIA 

fluxes. 

 The implication of an anion channel in the control of cytosolic H+ concentration has 

also been found (Johannes et al., 1998). Similarly, Beffagna et al. (1995) have found that 

ABA induces changes in Cl- fluxes and pHcyt in Elodea densa leaves. However, the fact that 

basally applied AIB favours efflux of nearly all endogenous root nitrate during 8 h and that 

this effect is very rapid (observed already after 1 h) and increase gradually and intensively 

with time (Abdellaoui, 2001) suggests that the NO3
- channels themselves are highly activated 

by the internal acidification caused by AIB as caused probably for Cl- by ABA. 

 An increase of water flux and sap dilution were observed after detopping (Barthes et 

al., 1995), due to the removal of the resistance of the vascular system of leaves. These authors 

showed clearly that supply of KCl enhanced this rate compared to water. This suggests that 

here E may have be decreased in ER and DCS by an increase of water uptake reinforced by 

KCl present in salt solution compared to water (Saâda and Saba, Fig. 1), whereas in DFS-light 

E increases because water uptake may be not probably increased by defoliation in contrast to 

E in DFS-dark (Fig. 4). 

 The fact that there was little changes in the E between ER and IS for Achtar and 

Tegyey32 (Fig. 1) suggests that the resistance to nitrate movement in these two genotypes, 

which likely contain some “P-protein” (Giaquinta and Geiger, 1973), is comparatively low. In 

another study, uptake experiments with N-starved seedlings confirm the behaviour of our 
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genotypes and show that 2 to 3 fold enhancement of NO3
- uptake is induced by detopping 

Saâda and Saba seedlings compared to IS, whereas for Achtar and Tegyey32, no differences 

between detopped and IS are obtained (data not shown). The removal of shoot has thus little 

impact on the uptake and efflux of NO3
- in Achtar and Tegyey32.  

 On the other hand, it was suggested that NO3
- uptake was regulated in accordance with 

plant osmotic adjustments (Steingröver et al., 1986). Reduced NO3
- uptake rate is observed in 

plants whose water content declined as a result of humidity (Brewitz et al., 1996). Similarly, it 

was shown that changes in plant water content damp variations of NO3
- uptake rate and plant 

NO3
- concentration in the normal 24 h day cycle, and sustain uptake even when NO3

- 

assimilation and growth have ceased in prolonged darkness, leading to the conclusion that 

uptake may be only driven by plant water accumulation and may be not only under control of 

N metabolism (Cárdenas-Navarro et al., 1998).  

 Moreover, as concentration (mol m-3) is the ratio between nitrate content (mol g-1 dry 

wt.) and water content (m3 g-1 dry wt.), if an increase of endogenous water resulting from the 

imbalance between its uptake and transpiration occurs, it may lead to a decline of internal 

NO3
- concentration and hence to decline of E since efflux is a channel-mediated process 

(Glass and Siddiqi, 1995) and generally decreases with decreasing internal NO3
- concentration 

(Zhang and MacKown, 1993). This observation suggests that plant water might also modulate 

E.  

 For the above-mentioned reasons (later three paragraphs), the decrease of E in ER and 

DCS (Figs. 1 and 2) may be due to decrease of root [NO3
-]cyt, whereas the increase of E in 

DFS-light to an increase of root [NO3
-]cyt by an increase and decrease of internal water 

content (IWC), respectively. The decrease of E in DFS-dark may also be due to an increase of 

IWC. However, as suggested above for the auxin effects on E via anion protein channel and 

H+-ATPase in the control of pHcyt, auxin may also be involved in the changes of IWC and 

water uptake.  

 Indeed, since (i) nitrate supply that affects xylem/apoplastic pH (Clarkson and 

Touraine, 1994) and hence apoplastic ABA concentration (Wilkinson and Davies, 1997) can 

also affect transpiration, and (ii) an increase of ABA/CK ratio, which decreases NR mRNA 

(Lu et al., 1992), is correlated with a decline of transpiration and root hydraulic conductivity 

(Radin and Matthews, 1989, Radin, 1990) one cannot exclude the fact that AIA may be linked 

with plant water content and [NO3
-]cyt and modulate in part water specific channel and NO3

- 

efflux carrier in cell root. However, the facts that (i) AIB stimulates efflux (Abdellaoui, 

2001), (ii) plant water content affects [NO3
-]cyt and hence uptake and efflux (Zhang and 



 209  

MacKown, 1993; Cárdenas-Navarro et al., 1998), and that (iii) AIA influx and efflux may 

stimulate anion protein channel and H+-ATPase probably by increasing [H+]cyt, (Rubery, 

1987; Lomax et al., 1995) suggest that AIA by decreasing plasmalemma aquaporin activity 

decrease IWC and hence increases [NO3
-]cyt and efflux of NO3

-.  

 Furthermore, the facts that (1) aquaporin activity is regulated, in response to the 

apoplastic water potential, by phosphorylation/dephosphorylation processes (Maurel et al., 

1995; Johansson et al., 1998) as NR activity to NO3
- and light (MacKintosh, 1997), (2) 

aquaporin and NR activities are more linked to respiration metabolism (Kamaluddin and 

Zwiazk, 2001; Bloom et al., 1991), (3) water and NO3
- fluxes are mediated by Ca2+ and NO3

- 

(Gollan et al., 1992; Aslam et al., 1995; Barthes et al., 1995; 1996), (4) NO3
- enhances the 

root hydraulic conductivity to water (Barthes et al., 1995), (5) water content regulates the 

internal NO3
- concentration of plant (Cárdenas-Navarro et al., 1998; 1999), (6) effluxed NO3

- 

can slip through the water channels as found for small organic solutes (i.e. alcohols, Hertel 

and Steudle, 1997), (7) the aquaporins largely account for the hydraulic conductivity of the 

root (Tazawa et al., 1996), and that (8) an increase of ABA/CK ratio, which decreases NR 

mRNA (Lu et al., 1992), is correlated with a decline of transpiration and root hydraulic 

conductivity (Radin and Matthews, 1989; Quintero et al., 1998, 1999), suggest that most 

likely efflux of NO3
- is linked to water flux.  

 Finally, the present data show that the shoot control of E is highly dependent on 

genotype, salts and light. They indicate that root may also regulate E and that the older leaves 

1 and 2 stimulate the apex effects on E. However, many questions remain to be answered. 

How plant roots perceive shoot signals involved in the regulation of efflux and [NO3
-]cyt, 

whether shoot induces a systemic signal that may be related to absorbed NO3
- and whether 

leaves sustain apex AIA synthesis in dark are not yet known and offer an interesting topic for 

future research and a better understanding of the mechanisms of AIA biosynthesis (Eckardt, 

2001). 
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Résumé 
 
 L’effet des feuilles matures sur le contrôle de l’efflux du NO3

- (E) par l’apex a été 

étudiée dans trois conditions expérimentales: plantes intactes (PI), plantes défoliées (-F1) (PI 

moins la première feuille), plantes défoliées (-F1,2) (PI moins la première et la deuxième 

feuille). Les résultats obtenus montrent que chez Tegyey32 E à partir de (-F1) et (-F1,2) 

augmente sur eau et sur sel à la lumière et à l’obscurité, excepté (-F1) sur eau à l’obscurité. 

Chez Achtar, l’efflux à partir de (-F1) et (-F1,2) augmente seulement sur sel à l’obscurité 

comparé à PI sur sel à la lumière. Chez Saba, E à partir de (-F1) à l’obscurité augmente 

seulement avant 4 h sur sel et diminue légèrement sur eau (pour 8 h) comparé au contrôle, 

tandis qu’il augmente significativement sur sel et sur eau à la lumière (pour 8 h). Chez Saba, 

E à partir de (-F1,2) à l’obscurité diminue considérablement sur sel et moins intensivement 

sur eau, tandis qu’à la lumière il augmente considérablement sur eau, et n’augmente pas sur 

sel comparé au contrôle. Chez Saâda, E à partir de (-F1) sur sel augmente considérablement à 

la lumière et diminue significativement à l’obscurité, tandis que sur eau à la lumière et 

l’obscurité E reste semblable à celui du contrôle. Chez Saâda, E à partir de (-F1,2) sur sel 

diminue aussi à l’obscurité mais augmente spectaculairement à la lumière tandis que sur eau il 

augmente seulement à la lumière comparé au contrôle. Pour Saâda et Saba, E à partir de (-

F1,2) diminue encore considérablement sur sel à l’obscurité comparé à PI maintenue aussi sur 

sel à l’obscurité. Ces résultats indiquent que les feuilles 3, 4 et l’apex stimulent E. L’activité 

de ces jeunes parties est stimulée beaucoup par la lumière, par les feuilles matures (F1 et F2) à 

l’obscurité et par les sels (KCl). L’ampleur de l’effet des feuilles matures est génotype-

dépendante (élevée chez Saâda et Saba, faible chez Achtar et nulle chez Tegyey32), suggérant 

que la racine aussi bien que la partie aérienne est probablement impliquée dans la régulation 

interne de E. Ces résultats sont en faveur de l’existence de deux voies de synthèse de l’AIA 

impliquées dans le contrôle de E. 

 
Mots clés: feuilles matures; apex; efflux du NO3

-; blé; sels; génotype 
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Abstract 

 The effect of the mature leaves in the control of NO3
- efflux (E) by the apex was 

studied, using three experimental treatments: intact plants (IP), (-L1) defoliated plants (IP 

minus the first leaf), and (-L1,2) defoliated plants (IP minus the first and second leaves). Data 

show that in Tegyey32, E increases in light and dark and in water and salt for both defoliation 

treatments ([-L1] and [-L1,2]), except for dark-water of (-L1) plants. In Achtar, E from (-L1) 

and (-L1,2) plants increases only in dark-salt compared to IP in light-salt. In Saba, E from (-

L1) plants in dark increases only before 4 h in salt and slightly decreases in water (for 8 h) 

compared to control, while in light it increases significantly in salt and water (for 8 h). E from 

Saba (-L1,2) plants in dark decreases considerably in salt and less intensively in water, 

whereas in light it increases considerably in water, and is not increased in salt compared to 

control. In Saâda, E from (-L1) plants in salt increases considerably in light and decreases 

significantly in dark, whereas in water E remains similar to that of the control in light and 

dark. E from Saâda (-L1,2) plants in salt decreases also in dark but increases dramatically in 

light, whereas in water it increases only in light compared to the control. For Saâda and Saba, 

E from (-L1,2) plants decreases again considerably in dark-salt compared to IP maintained 

also in dark-salt. These data indicate that the leaves 3 and 4 and apex stimulate E. The activity 

of these young parts is much more enhanced by light, by the mature leaves (L1 and L2) in 

dark and by KCl-salt. The relative size of the mature leave effect is genotype-dependent (high 

in Saâda and Saba, low in Achtar and nil in Tegyey32), suggesting that root as well as shoot is 

likely involved in the internal regulation of E. These data are in favour of the existence of two 

pathways of AIA synthesis which are involved in the control of E.  

 

Key words: mature leaves; apex; NO3
- efflux; wheat; salts; genotype  
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Introduction 
 

 NO3
- uptake is the result of the net influx and efflux which are regulated 

independently (Aslam et al., 1995; Clarkson, 1986). The role of either nitrate flux in the 

regulation of uptake is still a matter of debate. Several studies showed that uptake is 

completely controlled by influx (Lee and Drew, 1986; Oscarson et al. 1987; Matsson et al., 

1991, whereas other studies revealed that changes of nitrate efflux explained variation in 

uptake (Breteler and Nissen, 1982; Deane-drummond, 1986; Ter Steege et al., 1999). For 

Clarkson (1986) uptake is regulated at long-term by influx and at short-term by efflux. Little 

is known about this complex interaction between nitrate influx and efflux which is not yet 

completely understood. 

 Several external and internal factors have been found to affect uptake (Ismande and 

Touraine, 1994; MacDuff et al., 1994; Aslam et al., 1995; Casadesus et al., 1995; Ter Steege 

et al., 1999), however, the factors by which plant adapts uptake to global N demand remain 

unknown. Close relationships are found between relative growth rate and nitrate efflux and 

between nitrate translocation to shoot and nitrate efflux (Ter Steege et al., 1999). Amino acids 

and organic acids have been suggested to be involved in information exchange between root 

and shoot via phloem transport (Muller and Touraine, 1992; Touraine et al., 1992; Lainé et 

al., 1995; Delhon et al., 1995). It was found that amino acids reduce uptake by their 

accumulation in root (Muller and Touraine, 1992), whereas malate increases directly uptake 

(Touraine et al., 1988) but the mechanism of action of both kinds of compounds on influx and 

efflux both singly and/or in interaction remains unknown.  

 The involvement of shoot in this regulation has been tested by leaf excision (Jarvis 

and MacDuff, 1989; MacDuff et al., 1989; MacDuff et al., 1992; Abdellaoui et al., 2001). 

They have found that uptake decreases in defoliated plant (MacDuff et al., 1992), while efflux 

decreases in excised root and decapitated plant and increases in defoliated plant in light and 

dark compared to intact plant (Abdellaoui et al., 2001), leading theses authors to suggest that 

apex stimulates efflux and leaves 1, 2 and 3 reduce it. However, neither the extent of mature 

and still expanding leave contributions nor the mechanism of this control and the nature of the 

biological shoot signal which regulates root E are well understood. Moreover, Peuke et al. 

(1996) demonstrated that N flow and metabolism depend on salt treatment which was also 

found to affect NO3
- loss (BenDriss Amraoui et al., 2000) but one cannot well know whether 

salt effects efflux regulation. The aim of this paper was to examine the effect of mature leaves 

in the apex control of NO3
- efflux and the effect of salt on this control. 
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Materials and methods 
 
Plant material and growing conditions 

 Wheat seeds (Triticum aestivum L., var. Achtar, Saâda, Saba and Tegyey32) 

disinfected for 5 min in sodium hypochlorite (37 g/l) were soaked for 8 h in distilled water 

and then allowed to germinate for 6 days on moist cheesecloth in darkness at 18 to 20°C. 

Plants were planted in groups of 25 in plastic holders and placed in 5 litres NO3
- solution. The 

NO3
- solution at pH 5.5 contained 3 mM KNO3, 2.5 mM Ca(NO3)2, 0.75 mM KH2PO4, 0.25 

mM K2HPO4, 0.2 mM NaCl, 0.75 mM MgSO4, 10 µM MnCl2, 6 µM ZnSO4, 48.5 µM 

H3BO4, 16.5 µM Na2MoO4 and 0.5 µM CuSO4. Iron was added as 10 mg of Fe3+-EDTA per 

litre of NO3
- solution. Solutions were constantly aerated and changed every three days. 

Growth was carried out in controlled chamber where light was applied during a 16 h 

photoperiod by white fluorescent bulbs (mixolamp 160W) and tubes (40W) to give 2000 lux 

at pot level. Temperature was maintained at 21°C in light period and 18°C in dark period. 

Relative humidity was about 65%. 

Plant treatments  

 On the 21st day after soaking, counted from the base the first (L1) and the second (L2) 

leaves had reached full expansion whereas the third (L3) and the fourth (L4) were young still 

expanding leaves in all varieties. Three hours after the start of the light period, two defoliation 

experiments were conducted in which all lamina tissue of leaf above the base was removed. In 

the first experiment, L1 is removed but L2, L3, L4 and apex are not touched: (-L1). In the 

second, L1 and L2 are removed but L3, L4 and apex are not touched: (-L1,2). Four intact or 

defoliated plant roots of each variety were rinsed three times with distilled water and placed 

in light or dark in a test tube containing 40 ml of distilled water or 40 ml of KCl-salt solution, 

at pH 5.5, similar to the complete nutrient solution except that NO3
- salts were replaced by 3 

mM KCl and 2.5 mM CaSO4. The solutions were constantly aerated. At the end of the first 

hour, the roots were placed in another 40 ml of the identical solution for 1 h. The sequence 

was continued through 2-8 h and the medium was changed every two hours. At the end of the 

experimental period (8 h), the plants were removed; roots and shoots were excised, dried and 

weighed. NO3
--N leaked out from the roots to the solutions at different times were 

concentrated separately in 2 ml of distilled water and determined according to the method of 

Cataldo et al. (1975). For each of the four varieties four repetitions (each of four plants) were 

realized for each treatment. For each repetition five determinations were made during the time 

with the same plants. In the Figures, nitrate efflux is given as µg NO3
--N per root dry weight.  



 231

The data were analysed by ANOVA (analysis of variance) to prove the significant difference 

between varieties and between treatments. Standard errors were calculated for all means and 

where no error bars appear, the standard error falls within the size of the symbol. 
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Results and discussion 
 

 Simulation model already may give acceptable predictions of chloride, sulfate and 

NO3
--N leaching (White et al., 1998; Smith et al., 1998). They have found that nitrate leached 

below 0.25 m was 31 and 77 kg N/ha but only 4.2 and 12 kg N/ha leached beyond the root-

zone, respectively. However, even if root growth into the subsoil and uptake may be effective 

in reducing the downward movement of NO3
--N and increasing the soil alkalinity (Touraine et 

al., 1988), leaching of NO3
--N from its zone of production may produce very high acidity (2.2 

to 5.5 kmol H+/ha, Smith et al., 1998), leading to the need for added alkalinity whenever the 

biomass is not returned to the soil.  

 Under such conditions, acidification alone or in combination with the effects of 

environmental pollutants or nutritional stress may affect the availability of nutrient and ion 

uptake rates, root elongation and morphological parameters of plants causing damage to 

plants (Sas and Mercik, 1996; Tari, 1997). This acidification by perturbing pHcyt increases 

H+-ATPase and anion protein channel activities which may also cause NO3
- efflux from roots 

(Smith and Reid, 1991; Aslam et al., 1995; Beffagna et al., 1995; Johannes et al., 1998). 

Moreover, in spite of the fact that NO3
- is widespread water pollutant in many agricultural 

regions (McLay et al., 1991), has disastrous effect on biodiversity and cause toxicity problems 

for the consumer (methemoglobia) if its concentration in water exceeds the drinking water 

standard (Willis et al., 1997), neither the regulation of NO3
- uptake nor the mechanism, the 

physiological significance and the control of NO3
- efflux are currently well understood 

(MacDuff et al., 1992; Ter Steege et al., 1999; Scheurwater et al., 1999; Abdellaoui et al., 

2001). 

 In Tegyey32, E increases in light- and dark-salt treatments of both defoliation 

treatments ([-L1] and [-L1,2]) and in light- and dark-water treatments of (-L1,2) and only in 

light-water treatment of (-L1) compared to control, whereas E in dark-water of (-L1) does not 

increase and remain lower than in control (Figs. 1 and 2). Moreover, this increase of E is 

significantly higher in dark than in light after the removal of both leaves (L1 and L2). This 

result is in accordance with data of Abdellaoui et al. (2001) and suggests that the residual 

parts (L3, emerged L4 and apex) in defoliated plants stimulate E more in dark than in light. 

This observation is in agreement with the hypothesis which suggests that light may reduce 

this effect by oxidation of the chemical compound to which E is sensitive. Moreover, the fact 

that the effect of the residual parts appear more clear in salt-(-L1,2) plants (see E in salt- and 
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water-dark in [-L1] and [-L1,2] compared to control) and that E from (-L1) plants does not 

increase in dark-water indicate that KCl-salt activates more the effect of residual parts on E. 

 In Achtar, E from (-L1) and (-L1,2) plants increases only in dark-salt treatment 

compared to IP in light-salt, whereas in light-salt and in light- and dark-water of both 

defoliation treatments E is similar or lower than that of the control (Figs. 1 and 2). This shows 

that in Achtar E increases in salt only when seedlings are defoliated and maintained in dark. 

The fact that in Achtar light decreases dramatically E suggests an effect of light on the 

stimulating effect of the residual parts on E probably by degradation/oxidation of auxin (AIA) 

as suggested by Abdellaoui (2001). The fact that light may easily reduce this effect is in 

favour of low synthesis of AIA and of the hypothesis according to which leaves 1 and 2 

sustain the apex control of E in Achtar since E decreases more in light-salt and light-water 

when L1 and L2 are suppressed (Figs. 1 and 2). However, the fact that the suppression of leaf 

2 with leaf 1, compared to control, increases E less intensively, while the suppression of leaf 1 

alone increases E two times higher than that of leaves 1 and 2 suggests that leaf 2 sustains 

probably the high E from (-L1) plants in dark-salt (Figs. 1 and 2). 

 In Saba, E from (-L1) plants increases only before 4 h in dark-salt or slightly decreases 

in dark-water (for 8 h) compared to control, while it increases significantly in light-salt and 

light-water (for 8 h). Most surprisingly, E from (-L1,2) plants decreases considerably in dark-

salt and less intensively in dark-water, whereas it increases considerably in light-water, and is 

not increased in light-salt compared to control (Figs. 1 and 2). However, the fact that in light-

salt (-L1,2) plants of Saba do not increase E more than the control, but increase significantly 

only in light-water, suggests that KCl-salt by acting on the root membrane stability and/or on 

substance fluxes within plant increases E in (-L1,2) and in the control and thus masks the 

stimulating effect of the residual parts (L3, emerged L4 and apex) on E after defoliation in 

this variety. In an other study (Fig. 3, chapter 7), similar data have been found when leaf 3 is 

also removed with leaves 1 and 2 in Saba, indicating that this KCl-salt effect in light is also 

linked to roots. 

 Furthermore, this effect of light and dark on E in defoliated plants of Saba, is nearly 

completely opposite to that of Achtar. For example in (-L1,2) plants of Achtar, dark increases 

E (only in salt) and light decreases E (in salt and water), while in Saba dark decreases E (in 

salt and water) and light increases E (only in water). This observation indicates that in Achtar 

light prevents the stimulating effect of the residual parts of defoliated plants on E, whereas in 

Saba this prevention occurred in dark. This implies that the limitation of this effect in Achtar 

is due to low synthesize and/or high oxidation of AIA by light and in Saba to high synthesis 
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and/or low oxidation of AIA by light. However, the fact that E does not increase in dark (in [-

L1] and [-L1,2]) but decrease significantly and only after the cut of leaf 2 with leaf 1 in both 

mediums (salt and water) confirms again (as in Achtar) the involvement of leaf 2 in the apex 

regulation of E and suggests that in dark the effect of apex involves the leaf 2 and other 

chemical reaction, which is indispensable for the synthesis of AIA to which E is sensitive. 

Moreover, the fact that in light E increases (in water) or remains similar (in salt) to that of the 

control suggests that in light even if the leaf 1 and especially leaf 2 are removed the 

meristems of leaf 3, of emerged leaf 4 and of apex are able to synthesize sufficient quantities 

of AIA to prevent its decrease by light oxidation and to maintain its control on E. 

 Taken together, these results indicate that leaf 2 is probably more implied in the 

synthesis of AIA in dark period in which it is indispensable to maintain E increase in Saba 

and in Achtar (in light and dark). This role of leaf 2 is in agreement with data of Champigny 

and Talouizte (1981), who have found that in 14-day-old wheat plants, leaf 2 is the sole leaf 

which exports the greatest percentage of assimilated 14C to the fourth leaf and apex (51% 

during 5 h in light) compared to leaf 1 and leaf 3 which export only 16.5% and 16.8%, 

respectively, to these plant parts. 

 In Saâda, E from (-L1) plants increases considerably in light-salt and decreases 

significantly in dark-salt, whereas in light- and dark-water E from these plants remains similar 

to that of the control (Fig. 1). However, E from (-L1,2) plants decreases also in dark-salt but 

increases dramatically in light-salt, whereas in water it increases only in light compared to the 

control (Fig. 2). This data is in line with the above-showed effect of KCl-salt on the apex 

control of E because in light-water defoliation produces any effect on E (in [-L1]) or slight 

effect (in [L1,2]) compared to that produced in light-salt in both defoliation treatments (Figs. 

1 and 2). However, the fact that in dark-salt E does not increase from (-L1,2) plants compared 

to (-L1) plants and that in light-salt E increases more from (-L1,2) plants than from (-L1) 

plants compared to control suggests that in Saâda leaf 1 as well as leaf 2 is also involved in 

the regulation of E by the apex. Moreover, the fact that E decreases in dark-salt compared to 

the control and to light-salt in both defoliation treatments clearly demonstrates here with no 

fear that the mature leaves are involved certainly in the apex control of E in dark.  

 Nevertheless, the fact that in Tegyey32 dark increases more E than light suggests that 

light may decreases AIA by oxidation but darkness prevents this oxidation and stimulates the 

synthesis of AIA by chemical compounds stored in the residual parts (young parts: L3, 

emerged L4 and apex) as found for the cytokinin (CK) synthesis in chloroplasts by Benková 

et al. (1999), who have reported that chloroplasts react to darkness with specific changes in 



 235

the level of various CK metabolites. In Achtar, the fact that light deceases E and darkness 

increases it is in line with this suggestion. But in Saba and Saâda, the fact that E from (-L1) 

and (-L1,2) plants decreases considerably only in dark and not in light, compared to IP, 

confirms the involvement of leaves 1 and 2 in the apex control of E in the dark period, leading 

us to the assumption that if AIA effects this control it may involve, at least in part, two 

pathways of AIA synthesis. The first pathway which occurs in light and uses the newly 

synthesized compounds and the second which occurs in dark and utilizes the previously 

accumulated precursors of AIA (in L1 and L2 of Saba and Saâda), as reported for CK by 

Benková et al. (1999). They have found that in wheat accumulation of glucosides (CK 

precursor) in chloroplasts is substantially potentiated by dark treatment of the leaves, showing 

a specific reaction of chloroplasts compared with the rest of the cell in their CK accumulation 

and/or metabolism in response to darkness. However, some of the oldest auxin studies assert 

that exogenous AIA has no effect on tobacco leaf mesophyll growth (Avery, 1935; Went and 

Thimann, 1937), but recent studies using more mature leaf material have reported that 

ATPase and proton-pumping activities of isolated and purified plasma membrane (PM) from 

tobacco leaves are stimulated by AIA (Santoni et al., 1990, 1991; Masson et al., 1996). These 

data show that leaves develop responsiveness to auxin as they mature, indicating a possible 

existence of stored metabolites of AIA in the mature leaves as suggested in the present study 

in darkness which shows that the mature leaves 1 and 2, which likely accumulate more AIA 

metabolites, are hence more predisposed to AIA synthesis and to sustain the apex control of 

efflux.  

 To test this hypothesis we compare the E from (-L1,2) plants in dark-salt to that from 

IP in dark-salt (Fig. 3). In Tegyey32, no difference between these plants is observed, whereas 

dark increases again E in Achtar and decreases again E in Saâda and Saba in salt just as we 

have obtained between (-L1,2) plants in dark and IP in light (Fig. 2). This data confirms the 

involvement of leaves 1 and 2 in the regulation of E by the apex because when these leaves 

are not removed (like in IP in dark) the E is not decreased even if these plants are maintained 

in dark during 8 h, indicating that L1 and L2 sustain probably AIA synthesis in dark.  

 Johannes et al. (1998) found that in algae Cl- efflux is activated directly by cytosolic 

H+. In addition to this, Aslam et al. (1995) demonstrate that external acidic pH, which may 

activates H+-ATPase activity, stimulates NO3
- efflux. Recent investigations have reported that 

ATPase and proton-pumping activities of isolated and purified PM (Santoni et al., 1990, 

1991; Masson et al., 1996) and NO3
- efflux (Abdellaoui, 2001) are stimulated by auxines 
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which increase proton efflux and probably also K+ influx by cytosolic acidification (Claussen 

et al., 1997).  

 Function for anion channels in the control of pHcyt is suggested in algae (Smith and 

Reid, 1991; Johannes et al., 1998) and higher plants (Beffagna et al., 1995) and the failure of 

such anion channel activity would severely compromise the ability of the H+-ATPase pump to 

effect control of pHcyt (Blatt et al., 1990). Furthermore, much direct and indirect evidence 

exist indicating that AIA modulates other ion channel plasma membrane conductances in 

addition to the activity of PM H+-ATPase in various systems (Marten et al.,1991; Lohse et al., 

1992; Rück et al., 1993; Blatt and Theil, 1994; Zimmermann et al., 1994; Keller and Van 

Volkenburgh, 1996a, 1996b). Taken together, these observations suggest that the chemical 

signal (AIA), which may be here descended from the apex, activates NO3
- E by its stimulating 

effect on H+-ATPase, H+ efflux and K+ influx induced by cytosolic acidification.  

 Recently, Siebrecht and Tischner (1999) found that NO3
- concentration in xylem sap 

dropped immediately after transfer of decapitated plants to N-free medium, indicating the 

close connection between NO3
- uptake and xylem loading. However, they also found that 

even after 24 h of NO3
- depletion there is still a low NO3

- concentration found in the xylem 

sap, indicating a very slowly occurring unloading of the storage tissue which is never 

sufficient to maintain the NO3
- concentration in the xylem sap (Siebrecht and Tischner, 1999). 

This implies that here even if NO3
- concentration in xylem sap may drop immediately after 

transfer of defoliated plants to N-free medium (as used here in the bath solution), E from roots 

varies and remains, at least in high part, under the control of the apex and the mature leaves.  

 This observation may also suggest that NO3
- storage in root vacuoles, which 

contributes slightly to maintain NO3
- concentration in xylem sap, may be also slightly 

involved in the control of E here because it assumed that the E from the vacuole into the 

cytoplasm is slower than E from the cytoplasmic pool into the external medium even if 

cytoplasmic nitrate pool in the roots is small relative to the vacuole (Kleinhofs and Warner, 

1990). The fact that MacDuff et al. (1989) have found that defoliation increases the vacuolar 

storage demand in roots of grasses is in favour of the low involvement of root vacuole NO3
- in 

efflux from defoliated plants here.  

 In contrast to this, it has recently been reported that in intact 6-day-old barley plants, 

which have grown 24 h on NO3
- (10 mM), remobilisation of root cell vacuolar NO3

- during 

the first 24 h of NO3
- withdrawal is much slower from cortical cell vacuoles than from 

epidermal cell vacuoles (Van der Leij et al., 1998). They have also found that during short-

term changes (20 min exposure to N-free solution) cytosolic NO3
- is maintained relatively 
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unchanged and that during 24 h vacuolar nitrate is readily mobilised to maintain the cytosolic 

NO3
- concentration, while NO3

- E from the roots cessed after the initial 5 h of the N-free 

incubation period. This observation indicates close relationships and synchronization between 

root NO3
- E and vacuolar NO3

- remobilisation, indicating that root cytosolic NO3
- 

concentration is maintained by NO3
- E from the vacuole which may be also stimulated by 

descended AIA from the apex. This supposed that [NO3
-]cyt and [NO3

-]xylem sap may be the 

chemical signals which triggered off the synthesis and translocation of AIA from the apex and 

the synthesis of AIA precursors in the chloroplasts of the mature leaves in darkness. 
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