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Introduction géenérale

Devant 'augmentation importante de la démograpiadiale, des recherches ont été
menées au cours de ces derniéres décennies afigniéater le rendement des grandes
cultures. Ainsi, des intrants (produits phytosares engrais, eau) ont été apportés et des
variétés plus performantes en termes de rendene¢ris résistances ou tolérances ont été
développées et sélectionnées (Tilman et al. 2008%. innovations ont permis de nourrir
'ensemble de la population mais ont cependantiinducodt environnemental important. En
effet, la mise en place de ces nouveaux systemesiltieres a eu un impact négatif sur
I'environnement avec un accroissement de la poltuties sols résultant de I'apport important
d’intrants de synthese (nitrate, pesticides) (Tiined al. 2002). De plus, la synthése de ces
intrants ainsi que leur épandage sur les sols @tinde augmentation de I'émission de gaz a
effet de serre, contribuant au réchauffement clomat actuel, ainsi qu’a une consommation
importante d’énergie fossile.

Le Grenelle de 'Environnement vise a mettre exg@lane agriculture durable, et plus
respective de I'environnement. C’est pourquoi it agcessaire de diminuer I'utilisation
d’intrants dans les systémes de cultures, permet@miminuer les colts énergétiques des
productions agricoles et I'impact de I'agricultuser 'environnement. C’est dans ce contexte
gue les acteurs du monde agricole et du monde deckerche se concertent et travaillent
ensemble au développement de [I'agroécologie. Cditeipline scientifique permet
'amélioration de la production et des rendemerds drandes cultures tout en préservant
I'environnement en alliant I'écologie et I'agron@Wezel et al. 2009). L'agroécologie vise
a valoriser les interactions entre les végétapaeinaires biotiques tels que par exemple les
communautés microbiennes et fongiques de la rhimosp L'étude de ces différentes
interactions constitue a I'heure actuelle un irttérdajeur pour améliorer le bilan
environnemental et énergétique de la productioicalgr

Pendant de longues années, les écologistes omisvmitro-organismes du sol et les
plantes comme étant relativement indépendant lesdes autres au sein de la rhizosphere
(Bonkowski et al. 2000). Pourtant, cette zone dusstrouvant directement sous l'influence
des racines, constitue une zone extrémement dynanpigrmettant des interactions positives
ou négatives entre les racines (Bais et al. 20i@8),micro-organismes et les organismes
invertébrés du sol (Nguyen, 2002).

Les interactions plantes-communautés microbienoestsdirectionnelles. D’'une part
la plante stimule la diversité et I'activité miciebne, via la sécrétion par ses racines dans
leur environnement proche, de composés organigppslés rhizodépots (sucres, acides
aminés, acides organiques, vitamines, et enzyn@®s.rhizodépots fournissent une source
d’énergie pour la flore microbienne du sol (BakéB1, Boyetchko 1996). D’autre part, les
communautés microbiennes peuvent avoir un impaeictdiou indirect sur la croissance
racinaire des plantes ietfine sur le développement et la croissance des plaraasicroflore
du sol intervient dans les cycles d’éléments mimétals que I'azote, élément le plus limitant






pour la production végétale. La microflore est mimapliquée dans la minéralisation
(Fontaine, 2002) de I'azote organique, ainsi quesda processus de fixation symbiotique de
'azote atmosphérique. En effet, lors de la symbiestre les Légumineuses comme le pois
(Pisum sativumL.) et les bactéries du genkhizobium il y a formation d’'un organe
spécifique, la nodosité, au sein de laquelle jeadnosphérique est fixé (Nap et Bisseling
1990).

by

Par leur capacité a prélever l'azote atmosphériguiese trouve en quantité non
limitante dans I'atmosphére, les légumineuses d@ppbune proportion importante de I'azote
nécessaire dans les systemes de culture, tout dennsamt une réduction importante de
I'utilisation des engrais azotés, permettant aure diminution des codts énergétiques des
productions agricoles (Munier-Jolain et Carroue®83Qensen et Hauggaard-Nielsen 2003;
Crozat et Fustec 2006; Nemecek et al. 2008; Jeesah. 2012) et une amélioration des
impacts environnementaux des systemes de cultategls Les légumineuses produisent
aussi des graines riches en protéines pouvantratdres I'alimentation animale et humaine
(Santalla et al. 2001). Cependant les |éguminensesont implantées que dans 5 % des
surfaces cultivées en France, contre 20 a 30% eérigoe du Nord et du Sud (Munier-Jolain
et al. 2005).

Dans ce contexte, la valorisation des bénéficespgueent apporter I'utilisation des
légumineuses dans les systemes de culture estuwommjeu majeur. Pour ce faire il est
crucial de pouvoir améliorer I'état de nos conreises sur le fonctionnement des
légumineuses, notamment sur la maniere dont lespasamtes de leur rendement sont
produites et sur l'identification des étapes etpssus limitant cette production, en quantité et
en qualité.
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En dehors des agrosystemes ou l'ajout d’intrantgr@@s azotés, eau... ) permet de
laugmenter jusqu’'a satisfaction des besoins deantes, en conditions naturelles la
disponibilité en azote est I'un des facteurs lassgimitants pour la croissance des plantes
(Davidson et al. 2007), cet élément intervenansdarmiosynthése des constituants cellulaires
et de leur métabolisme. Dans le contexte du chaegemlimatique, des stress abiotiques
(sécheresse ou inondations, températures élevéed)iatiques (présence de ravageurs,
maladies) peuvent moduler la performance de laitimutrazotée des plantes et avoir des
conséquences déléteres sur leur rendement, caoritsindirectement impacter I'acquisition
ou l'utilisation d’azote par la plante. Ainsi, l'qaisition d’'N reste fréequemment limitée
spatialement ou temporellement, chez la pluparptieges.

L’un des chalenges majeurs de I'agriculture en gemoour les prochaines années sera
de composer d’'une part avec la nécessaire rédimpidmisation des apports en engrais (a
ressources finies telles que le phosphate) ou kiegendrant des colts énergétiques
importants (telles que l'azote), ceci afin de réellés impacts environnementaux négatifs de
I'agriculture, ceux sur le changement climatiquejwl contribue et auquelle est soumise
'agriculture. Cette contrainte sur l'utilisatiorirtrants est concomitante d’'une nécessaire
augmentation de la production agricole afin de rnowme population humaine toujours
croissante tout en préservant la biodiversité. &'ales maniéres de parvenir a concilier ces
objectifs est de sélectionner/identifier des vaséiyant une meilleure efficience d’utilisation
de I'azote. Les avantages agoécologiques des |@éguises sont ainsi évidents.

Chez les légumineuses comme le pois, I'acquisitiert’azote repose sur deux voies
complémentaires pour une alimentation azotée ofgtieraconditions « potentielled »

- l'assimilation de I'azote minéral du sol par steme racinaire, voie commune a

toutes les plantes,

- une seconde voie, spécifique des Légumineusdsparmet par symbiose de la

plante avec une bactérie du sol, au sein d’orgapésifiques, les nodosités, de fixer

I'azote atmosphérique.

Quelle que soit la voie d’acquisition, on peut édéeer le flux d’azote entrant dans la
plante comme le produit, selon son origine (idute&jue ou atmosphérique), de la biomasse
de lastructure effectuant ce prélévement/cette absorption (geradeines et/ou les nodosités)
par leurfonction, c’est a dire l'activité spécifique de préleveméiet la quantité d’azote
absorbée/fixée par unité de biomasse de racine eounatlosité). Chacune des voies
d’acquisition est modulée, dans le développemenaamoissance des structures impliquées
ou bien dans leur capacité et leur activité de épethent de l'azote par des facteurs
endogénes et exogenes.







1. Structures liées au préléevement d’'N

L’acquisition d’azote repose sur le développemériaecroissance des racines pour
I'assimilation de I'N minéral du sol et des nodésipour la fixation symbiotique du diazote
atmosphérique. La formation de ces organes est edgulée par des mécanismes spécifiques
et peut par ailleurs entrer en interaction aveavit®nnement.

1.1 Racines

Le pois possede un systeme racinaire de type pilyat@st-a-dire composé d’un pivot
(racine principale permettant son ancrage dansolle ssir lequel se forment des racines
latérales primaires et secondaires.

1.1.1.Mise en place des racines au cours du temps

La mise en place des racines suit 3 phases comrdéclévent Mitchell et Russel
(1971).

Dans un premier temps, au cours de la période atbggst le pivot est en phase
d’élongation rapide. Selon Tricot et al. (1997)yitesse d’élongation du pivot est maximale
pendant la période de germination des graines, gigsoit au moment de I'épuisement des
réserves provenant des graines. Enfin, les ratat@sles de premier ordre se développent de
maniere horizontale et superficielle et peuverdiadlre un nombre de 100 racines (Voisin et
al. 2002b).

La deuxieme phase se déroule au cours de la ftoraisde la formation des graines et
se traduit par une augmentation rapide de la bisend@es racines. L'augmentation de la
biomasse racinaire est linéaire du début du cydgy’a fin floraison (Voisin et al. 2002b) et
est principalement due au développement des ratatésles de second ordre (jusqu'a 200
racines) avec une pénétration en profondeur dassllé\ la fin de la phase de floraison, les
racines atteignent une profondeur maximale de fi&de 0.90m chez le pois (Vocanson et al.
2006) qui ne variera pratiquement plus, quelle gpiela compaction du sol ou le génotype de
pois considére.

La troisieme phase a lieu pendant la phase de i&sagk des graines et consiste en un
ralentissement de I'accumulation de biomasse a@ldppement des derniéres racines
latérales jusqu’a maturité physiologique. Au codes ce stade, la diminution finale de la
biomasse des racines est attribuée a la senesdmxeissus (Voisin et al. 2002b),
probablement due a une remobilisation de I'N vessgraines en remplissage.

D’aprés Voisin et al. (2002b), les deux-tiers dbil@amasse racinaire se trouvent dans
les 20 premiers centimetres de sol quelle qudapihase du cycle de la plante.

1.1.2.Modulation de la morphogénése racinaire et de satiate

La modulation de la morphogénése racinaire s’affeptar un ensemble de facteurs de
nature endogene a la plante, ou exogene.
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Figure 1. S. o ol h primary resp Qi in the Arabidopsis primary root. Red tissues that are direct targets of designated
hormone, wh pink target tissues. From left to right, GA targets the endodermis as the primary response tissue that controls cell elongation and

division [3,7]. Auxin targets elong ating epidermal cells (red) during the gravitropic response [4] and also regul cell division in the mer and stem cell niche [54]. CK
lar diff iation in the transition zone [5] and antagonises the effect of auxin on cell division in the transition zone to control root meristem size [26,55]. BR

targets the epidermis [B] in the meristem, whereas ABA acts on QC and stem cells in order 1o regulate root meristem size [S6]. Finally, ethyl al cell divisioninQC
and suxin biosynthesis in columella cells. In the latier case, suxin is then transported o the epidermal elongating cells where it inhibits cell elongation and i
ethylene sensitivity [57-60].

Figure 0.1 Représentation schématique de la répdesetissus et régions racinaires chez
Arabidopsis a I'action de différentes hormonesrdgge montre les tissus ciblés directement
par les hormones et le rose les tissus ciblésaaiment. Tiré de Ubeda-Tomas et al. 2012.



Facteurs endogenes Certains facteurs induisant des modificationdaderoissance
des racines sont issus de la plante elle-méme.

- Disponibilité en carbone: La disponibilité en €up varier lors de la modification de
la photosynthése, celle-ci pouvant subvenir lorstpudeneur en C@atmosphérique est
supérieure ou inférieure a la teneur naturelle @&ppm. A forte teneur en GO
'augmentation de la photosynthése induit une augatien de I'acquisition du C et de son
allocation vers les racines. L’analyse des effetanal augmentation de la teneur
atmosphérique en GQur la croissance des plantes et notamment dieesag recu beaucoup
d’attention au cours des 2 derniéres décenniesorte teneur en C£ la croissance des
racines augmente généralement par accroissemémiaiegueur des racines ainsi que de leur
diameétre (Pritchard et al. 1999). La productionraenes latérales est également stimulée a

forte teneur en CQreésultant en des racines fortement ramifieesotitard et Rogers 2000).

- Régulation hormonale : De récentes recherchesteffes cheArabidopsis thaliana
montrent que différentes hormones contrblent laissemce racinaire en régulant des
processus comme la prolifération, la difféerenciatoellulaire et 'expansion de divers tissus.
Les phytohormones comme l'auxine, les cytokininds®gibbéréllines jouent un rdle crucial
dans la croissance racinaire (Ubeda-Tomas et &B;2Bloubayidin et al. 2009). D’autres
hormones comme l'acide abscissique, les brassioidés ou I'éthylene peuvent également
étre impliquées dans la croissance et le développemotamment racinaire (Ubeda-Tomas
et al. 2012) (Figure 0.1).

Facteurs_exogénes Des facteurs exogenes de nature abiotiqgue ou befiguvent

aussi moduler la morphogénese racinaire.

Environnement abiotique :

- Propriétés du sol (tassement, propriétés physiodghies): le sol doit posséder
certaines propriétés permettant I'ancrage des gdamta I'élongation de leurs
racines. Des sols fortement compactés/peu poreuxepe limiter la croissance
racinaire d’'une part en provoquant une forte résist a leur progression, d’autre
part en limitant I'accessibilité a I'eau et I'oxyy des racines. Un contenu du sol
en eau trop important limite 'apport en oxygeneiupta respiration racinaire et
génere une concentration toxique en,Célors que trop peu d'eau réduirait la
croissance racinaire et augmenterait le phénomememhpaction (Gregory 2006).
Enfin, les propriétés physico-chimiques du sol gaétre un facteur modulant la
croissance des racines. Ainsi, la salinité des gelg affecter la croissance des
racines, mais dans une proportion moindre que dasglds. Un faible pH peut
conduire également & des effets négatifs sur leéssance des racines et des
plantes, a cause de la toxicité engendré par teshb, Aluminium et Manganeése,
ou par la déficience en Calcium ou Molybdéne. lasnes, atteintes en premier
au sein de la plante, sont ainsi plus courtes efl@gs et il y a inhibition de la
croissance des racines latérales.

- Environnement hydrique : La disponibilité en ealeek la croissance racinaire en
plusieurs points. Tout d’abord, Schenk et Jacks2®0Z) ont montré que la
profondeur d’enracinement d’'une plante était fogatrcorrélée aux précipitations







annuelles. Cette relation étant probablement li@aerestriction de la profondeur
d’infiltration de Il'eau limitant la profondeur d'eacinement. De plus, une
limitation en eau aurait pour conséquence d’affeldemorphologie du systéme
racinaire et ses ramifications. Ainsi, lors d'urti@issement de la sécheresse, il y
aurait une augmentation de la longueur des radatésales d’'un facteur 3 a 5
(Jupp et Newman 1987).

- Température : L'expansion des racines est affquaédéa température au travers de
modifications du développement et de la croissaBoeame les parties aériennes,
il existe une gamme de température ou la croissesiceptimale (Gregory 2006).
Chez le pois, la gamme de température permettaxypdnsion racinaire se situe
entre 9°C et 33°C (Klepper 1990). Cependant, airpae 25°C, on peut
commencer a parler de contrainte thermique popois. Il apparait enfin qu’'une
modification des températures peut affecter le dgypement des racines latérales,
notamment chez le pois (Gladish et Rost 1993).

Environnement biotique : La rhizosphére constitne mone extrémement dynamique
permettant des interactions positives et négatereise les racines, les micro-organismes
(rhizobactéries, champignons pathogéniques ou rhiygens) et les invertébrés du sol. De
nombreuses études énumerent les interactions lestfantes et les diverses communautés
de la rhizosphére (Mathesius 2003; Bais et al. 20@énbers et al. 2009). Les nématodes
seraient des vecteurs pour la symbiose mais égateties herbivores racinaires. D’autres
types de ravageurs racinaires existent comme lesaar, les insectes (Sitones). Certains se
nourrissent des parties aériennes induisant unendlion de I'allocation des assimilats
carbonés vers les racines et réduisant leur craiss&ertaines bactéries peuvent synthétiser
des composés phytotoxiques, de mémes que certaamspgnons. La symbiose entre des
bactéries, et les Iégumineuses comme le pois, peungein de structures spécifiques formées
sur les racines (les nodosités) d’assimiler 'azdtaosphérique. Des bactéries PGPR (Plant
Growth Promoting Rhizobacteria) permettent une lewwié croissance et un meilleur
développement racinaire. Les bactéries rhizobienlesschampignons mycorhiziens et les
nématodes affectent la formation des racines la®(®athesius 2003) par modification des
niveaux d’auxine dans les racines (longueur demeaclatérales, nombre et longueur des
poils racinaires).

1.2 Nodosités

Les bactéries fixatrices du genRhizobium(famille des Rhizobiacées) induisent la
formation d’un organe spécifique sur les racinkes :nodosités. A I'intérieur de celles-ci, les
bactéries réduisent le diazote atmosphérique encamum par lI'intermédiaire de I'enzyme
bactérienne nitrogénase. Cet ammonium est utibse fa synthése des acides aminés entrant
dans la composition des protéines. En échange ttie capacité a fournir de l'azote a la
plante, les plantes alimentent les bactéries emaéats carbonés qui permettent de former les
structures (ie. nodosités) et d’alimenter en malkedebactéries pour leur fonctionnement en
entrant dans la composition de squelettes carbetrgs subvenant aux besoins en énergie.
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Development of determinate and indeterminate root nodules and phenotypical stages associated with genes involved in rhizobial infection. In legumes
that develop indeterminate nodules, Nod Factor perception induces periclinal cell divisions in the pericycle followed by inner cortical cell proliferation
during rhizobial infection. Development of a nodule primordium is accompanied by the presence of a persistent meristem leading to a zonation of an
indeterminate nodule with the meristem (zone |), the infection zone (ll), an interzone (II-1ll), the fixation zone (Il) and the senescence zone (V). By
contrast, determinate nodules derive from cell divisions in the outer root cortex where meristematic activity is lost in mature nodules. A number of
mutants in M. truncatula (indeterminate) and L japonicus (determinate) have been identified that are impaired in perception of Nod Factors (NFs),
rhizobial infection, bacterial release from infection threads (IT; red) or symbiosome formation. The early phase of infection before nodule primordium
formation have been further subdivided. Since different phenotypical stages of NF receptor and common SYM gene mutants have already been
described [24] these stages were all summarised under ‘no IT initiation’ in this figure. For several mutants or during RNA interference (RNAi)-mediated
silencing of genes different phenotypical stage have been described. Here, the most prominent stage is indicated. Gain-of-function mutants (e.g. in the
cytokinin receptors) that exhibit spontaneous formation of nodules are not indicated here but are briefly discussed in the text and have recently been
reviewed. Pv: Phaseolus wigaris. References for all genes can be found in the Supplemental Table 1.

Figure 0.2 Représentation schématique du développedes nodosités de type déterminé ou
indéterminé et des stades phénotypiques impligags kinfection bactérienne avec les genes
qui y sont associés. Tiré de Popp et al. 2011.



1.2.1.Symbiose avec la bactérie fixatrice Rhizobium eseen place des
nodosités

1.2.1.1. Attraction des bactéries dans la rhizosphere

Les bactéries de la famille des Rhizobiacées vidennaniere saprophyte dans le sol.
Elles migrent en direction de la rhizosphére (zduesol sous I'influence directe des racines)
ou les plantes relarguent des rhizodépots compdséglucides, d’acides carboxyliques,
d’acides aminés et de flavonoides, ces dernienst ayaeffet attractif sur les bactéries.

La mise en place de la symbiose fait intervenir algxanismes de reconnaissance
spécifique des partenaires impliqués. Dans un gret@emps, les bactéries sont attirées par les
flavonoides, premiers signaux relargués par latplagte. Ces molécules ont une action sur la
transcription des genes Nod chez la bactérie, sadhila production des facteurs Nod,
molécules lipochitooligosaccharidiques (Denariealet1996). Ces molécules se lient a des
récepteurs de type lectines situés sur I'épidera@naire et conditionnent la spécificité
d’héte.

1.2.1.2. Infection et nodulation de la plante héte

Les bactéries entrent dans la plante par l'interaiéd d’'un cordon d’infection
bactérien en direction du cortex racinaire. La zdeatrée des bactéries se situe a l'extrémité
des poils absorbants, probablement en raison gdana cellulaire plus fine. Simultanément,
les cellules du cortex entrent en phase de dédiftgation afin de former le méristéme
nodulaire. Les bactéries, libérées du filamentfdgtion, se transforment en leurs formes
actives et différenciées, les bactéroides et saégiées dans le cytoplasme des cellules
végétales par endocytose. Elles sont encercléesupar membrane péri-bactéroidienne
(membrane de type plasmique). L’ensemble composébdetéroides et de la membrane
forment le symbiosome. Il peut y avoir jusqu’a juss milliers de symbiosomes par cellule
racinaire infectée. Le début de déformation dedspabsorbants a lieu de 6 a 18h aprés
inoculation bactérienne, dépendant de I'héte (FHguR).

Sur la racine, la formation des nodosités a liceela zone d’élongation racinaire et
la zone présentant des poils racinaires en coudedeloppement (& moins de 10cm de la
zone en croissance de la racine). A I'échelle diesye racinaire, I'apparition des nodosités
est maximale sur la base du pivot et sur les presieéacines latérales. Le nombre de
nodosités décroit en direction de la zone apical@idot jusqu’'a présenter une zone sans
nodosité. Les nodosités sont donc localisées spatide supérieure du systeme racinaire ce
qui correspond a la zone labourée d’'un sol (jusg@’'am environ) (Tricot et al. 1997). Tricot
et al. observaient en 1997 que la probabilité daajppn d’'une nodosité sur un segment
racinaire était positivement corrélée avec la gitede croissance de ce segment (Figure 0.3).
Ceci impliquerait que I'apparition et le placemdes nodosités sur les racines sont tous deux
dépendants de la disponibilité en assimilats azetésarbonés. Une augmentation de la
disponibilité en C par utilisation d’'une forte temeen CQ est associée a la formation d’'un
plus grand nombre de nodosités (Murphy 1986).
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Figure 0.3 Pourcentage de segments racinairesnpai®a nodosités en fonction de la vitesse
d’élongation des racines. Tiré de Tricot et al. 7.99



1.2.1.3. Structure d’'une nodosité

Suivant la zone pédoclimatique d’origine des |éqweuses, 2 types de structures
différentes existent (Figure 0.2):

Les nodosités de type déterminé, présentes gémémlechez les Légumineuses
tropicales comme celles des gen@sgcine ou Phaseolus Ces nodosités sont sphériques et
possedent un méristeme a durée de vie limitée.cklisles des nodosités déterminées sont
d’age sensiblement égal.

Les nodosités de type indéterminé concernent leguniéheuses tempérées
correspondant aux genr&sum Vicia ou Medicago Elles possedent une forme allongée
ainsi qu’une activité méristématique continue. Atumigé, les tissus sont d’ages différents les
uns des autres.

Les nodosités sont composées de 2 tissus différents

- un tissu central qui sera la zone fixatrice etiége de I'expression des génes
bactériens permettant la fixation dy &u sein des bactéroides. Chez les nodosités de
type déterminé cette zone centrale est homogénestgune chez les nodosités de type
indéterminé, le tissu central est divisé en 4 zohaspremiére correspond a la zone
méristématique (ou distale) qui constitue un ménst apical persistant. La seconde
zone est la zone d’infection ou se trouvent lesl@os d’'infection permettant I'entrée
des bactéries dans les couches plus profondesois&ine est la zone fixatrice. C'est
cette zone qui contient les cellules infectéeslparbactéries ainsi que des cellules
saines. Entre la seconde et la troisieme zonesgedrune zone dite intermédiaire dont
les cellules contiennent des bactéries et des aagles (organite des cellules
végétales spécialisé dans le stockage de molé@resgétiques : I'amidon). La
derniere zone est une zone proximale dite de sénesc

- le second tissu est le cortex qui entoure leltcgntral. 1l est constitué d’'une
succession de couches concentriques de cellulesykteme vasculaire le parcourt
permettant de le connecter a celui du cylindrerekule la racine, et ainsi de réaliser
les échanges entre la plante et les bactéries.

1.2.1.4. Cycle de vie des nodosités

Le cycle de vie des nodosités comporte trois phpsasipales : la phase de mise en
place des nodosités, la phase de croissance retpi@@hase de sénescence.

La phase de mise en place des nodosités décritédamiment a lieu, a I'échelle de la
plante, dés l'apparition des premieres feuillesl'éshelle de la plante, elle se déroule en
vagues successives de nodulation chacune caréetuer l'initiation des nodosités, leur
apparition, leur croissance puis la fixation dpi(Moisin et al. 2010). En I'absence d’N dans
le milieu, I'apparition des nodosités de la premigague de nodulation a lieu au méme
moment que la chute brutale des teneurs en azatisifVet al. 2010). Elle est étroitement
corrélée au taux de croissance de la plante laiseraaivant l'initiation des nodosités.

La phase de croissance des nodosités débute Duarstgpres leur initiation et est
caractérisée par une augmentation exponentielie biemasse des nodosités ainsi que de
leur volume jusqu’au stade 9 feuilles (Syono ell@ll6; Voisin et al. 2010). C’est apres 3 a 7
jours de croissance que les nodosités commendiarde N, (Voisin et al. 2010).
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Figure 0.4 Signaux longue-distance de I'autorégaiailu nombre de nodosités. 1) perception

du facteur Nod bactérien. 2) signal dérivé desnes;itransporté jusqu’aux parties aériennes.
3) signal dérivé des parties aériennes. 4) inbibitle la nodulation. HAR1 / SYM29 / NARK

/ SUNN et KLAVIER sont des genes au sein des madiériennes. NOD3 et RDN sont des

géenes des racines possédant un role dans la tesismdu signal dérivé des racines ou dans
la perception du signal dérivé des parties aérrfiee de Oka-kira et Kawaguchi 2006.



Apres cette phase, les nodosités possedent uree dtittience de fixation. Puis la
biomasse des nodosités décroit lentement jusquizale simite d’avortement des graines puis
chute fortement en fin de cycle (Pate 1958). La&dule vie d’'une nodosité chez le pois est de
guelques semaines uniquement (Syono et al. 1976).

La phase de sénescence correspond a une désatiganda tissu central chez les
nodosités de type déterming, et a une augmentdéida quatrieme zone, dite de sénescence,
chez les nodosités de type indéterminé. Elle sierpar une chute importante de la
biomasse des nodosités et a I'arrét de l'activédigation d’azote. Vance et al. (1986) ont
montré l'existence d'une activité protéolytique iseante avec I'age des nodosités. La
membrane péribactéroidienne entourant les bactéiaes le symbiosome se désorganise
entrainant la lyse des bactéroides. Cette désmaiiom est associée a une lyse des protéines
solubles comme la Leghémoglobine (protéine qui éikeéhicule les molécules dc@ans les
nodosités, apparentée a ’'Hémoglobine humaine onae). Cette lyse des protéines entraine
un arrét de la fixation de I'azote atmosphérique.phénomene de sénescence des nodosités
apparait comme une rupture de la symbiose enfparenaire bactérien et la plante hote ou
comme le résultat de mécanismes liés a I'age destsies.

1.2.2.Autorégulation du nombre de nodosités (AON)

L’Autorégulation du nombre de nodosités (AON) cepend a des meécanismes
régulateurs intrinseques limitant le nombre de sdds formées par la plante héte.

Chez les Iégumineuses, le mécanisme d’autorégnlataait sous controle génétique
et physiologique. Il intervient au cours des stapeoces de formation des nodosités et a
pour conséquence d'inhiber la nodulation sur lesgs tissus racinaires (Bauer 1981; Pierce
et Bauer 1983; Kosslak et Bohlool 1984; Caetandes@t Gresshoff 1991). La régulation de
la nodulation consiste en un phénomeéne de rétomadystémique négative (Kosslak et
Bohlool 1984). En effet, des signaux sont échamegé® la bactérie et la plante conduisant a
'émission d’'un premier messager systémique (« mywithesized inducer ») synthétisé au
sein des racines. Il en résulte une cascade dalis@imon aboutissant a la synthese d’'un
second messager systémique inhibiteur au sein desegp aériennes (« shoot derived
inhibitor ») qui conduira, par rétrocontrdle néfadi I'arrét du développement des nodosités
ou de leur initiation (Figure 0.4) (CaetanoanolétsGresshoff 1991; Francisco et Harper
1995; Harper et al. 1997). Des études ont monteédgujeunes nodosités en développement,
précédant la mise en place de la fixation d’azatepprimaient un développement
supplémentaire de nodosités sur les jeunes radies.indique que l'initiation des signaux
de ’'AON commence avant la fixation de I'azote asploérique par les nodosités (Kosslak et
Bohlool 1984; Caetanoanolles et Gresshoff 1990).






La nature des signaux mis en jeu dans l'autoréigulatu nombre de nodosités reste
mal identifiée aujourd’hui. Des études indiquentegoes signaux pourraient étre des
phytohormones (auxine, éthyléne, gibbéréllinesyqehti 1992), des acides aminés liés a la
disponibilité en assimilats carbonés et azotésrmore des facteurs moléculaires (cmiRNA
etc).

1.2.2.1. Autorégulation du nombre de nodosités par un signale
nature phytohormonale

De nombreuses études réalisées ces dernieres d&cerapportent que des
phytohormones pourraient étre a l'origine du sigifautorégulation au niveau des parties
aériennes et agiraient comme des signaux secoad&i@ugaard 2000).

Ces phytohormones sont des hormones de réguldtubs développement des plantes
comme l'acide jasmonique, des hormones induitescamdition de stress (biotique ou
abiotique) comme I'éthylene (Stearns et Glick 20Qs cytokinines ont des propriétés dans
la division cellulaire. Lors de la nodulation, lglsytohormones peuvent se comporter comme
des inhibiteurs de la nodulation, ou a I'inversayérer indispensables au bon déroulement de
la nodulation.

L’éthylene, l'acide abscissique et l'acide jasmamqgrégulent négativement la
nodulation. Lorsque les niveaux d’éthylene sonblés par exemple, les plantes et les
bactéries du genr&hizobium interagissent ensemble afin de former des nodosike
l'inverse, lorsque le niveau d’éthyléne est éleddui-ci agit comme un régulateur négatif, la
nodulation est alors inhibée au stade initiatios dedosités, mais également au niveau de la
maintenance de I'infection (CaetanoAnolles 1998s Btudes menées par Penmetsa et Cook
(1997) montrent que des mutants Medicago truncatuladevenus insensibles a I'éthylene
présentaient un phénotype hypernodulant avec urbreomle nodosités dix fois plus élevé
gu’un sauvage. Comme I'éthylene, I'acide jasmonicggrile négativement la possibilité qu'a
la plante de former des nodosités et permet dersn@pl’expression des genes de la plante
associés avec les stades précoces de la nodul&tioret al. 2006). Possédant un réle dans la
défense de la plante a une infection, I'acide jasmque inhibe I'expression des genes RIP1 et
ENOD11 de réponses précoceRkizobiumchezMedicago truncatulgdSun et al. 2006). A
'aide de mutants hypernodularg&l de Medicago truncatulaSun et al. 2006 montrent la
présence d’interactions a la fois synergiques [lfitibn de la nodulation) et antagonistes
(sensibilité aux facteurs Nod) des voies de I'éhgl et de I'acide jasmonique. Il semblerait
donc que ce dernier puisse étre inhibé par I'étieylé

A linverse des précédents, les cytokinines eglibbéréllines ont un réle positif sur la
nodulation. Lorteau et al. (2001) montraient qufaible ajout de cytokinine aupres de racines
de pois conduisait a un accroissement de la nadnlatduite par la bactériRhizobium A
l'inverse, une suppression de I'expression du réeepour la cytokinine réduit la nodulation
chez la luzerndedicagotruncatula (Gonzalez-Rizzo et al. 2006). Les acides gibhiéuéds
(comme les GA1l), formes actives des gibbéréllisest également requises afin d’obtenir
une nodulation normale chez le pois (Ferguson. &0&l5). Des lignées de pois déficientes en
GALl présentent toutes un nombre et une taille dimsités inférieures au sauvage (Ferguson
et al. 2005; 2010).



Figure 0.5 Dispositif du split-root, décrit et igé par Hinson (1975). A. Développement des
racines chez des plantes de 17 jours, lorsqueviet pi été coupé 7 jours auparavant. Des
particules de Vermiculite adhérent aux racines.uligcnodosité n'est formée a ce stade. B.
Racines latérales sortant de 2 extrémités oppaseddcm d’'un pot. C. Dispositif du split-
root chez des plantes de 44 jours. D. Systemeaiaeimmendé avec 0, 30, 60 et 120 ppm
d’azote de gauche a droite. Les racines traitées de I'azote se trouve sur la moitié droite
de chaque systéme racinaire.



Enfin, il semblerait également que les 2 phytohareso éthyléne et gibbéréllines
pourraient se co-réguler. En effet, Ferguson ef28l11) ont observé gu’'un mutant déficient
en gibbéréllines a une teneur en éthylene deuxstgqgrieures a celle d’'un sauvage non muté
sur la voie de synthése des gibbéréllines. En alesds gibbéréllines, 2 génes codant pour des
enzymes responsables de la synthese de I'éthyténee expression augmentée d’un facteur
5 a 10 dans les parties aériennes. L'utilisatiamdhhibiteur de la synthése d’éthyléne chez
ces mutants déficients en gibbéréllines abouttfaimation de nodosités.

1.2.2.2. Autorégulation du nombre de nodosités par le statuazoté

Hinson (1975) a utilisé chez le soja un systemenptiant de séparer les racines d’'une
plante en 2 groupes distincts, appelé split-rooguiie 0.5). L’objectif était de définir les
effets de I'application d’'N sur une partie des masi uniquement. Le premier groupe de
racines n’était pas alimenté en azote alors quer peusecond groupe, différentes
concentrations de nitrate d’'ammonium ont été agitBans le pot amendé en azote, Hinson
observait une diminution du nombre et de la biomades nodosités. Ces résultats
démontraient I'effet inhibiteur du nitrate sur léveloppement des nodosités. Voisin et al.
(2002a, 2002b) ont réalisé des expériences en chaetfant en place une situation de
disponibilité en azote minéral (NNO3) variable cheZisum sativunvar. Baccara. lls ont
confirmé que la nodulation ne se déroulait quegloeda disponibilité en nitrate était faible.

Ruffel et al. (2008) ont également utilisé la tege du split-root cheMedicago
truncatula afin d’étudier le mécanisme de controle des 3ewail’acquisition d’azote :
'assimilation de nitrate, d’ammonium, et la fixati de N, Pour chaque voie d’acquisition
d’'N, les plantes sont séparées en un groupe alémarmalement en N, et un autre groupe
dont la moitié des racines sont plongées dans mpadiment privé d’'N. lls ont observé que
chacune des 3 voies d'acquisition est contréléeypmasignal systémique de rétrocontréle
négatif lié au statut azoté de la plante. Suite& privation de Blsur une partie des racines,
les auteurs ont observé une augmentation de ladssenet du nombre de nodosités sur le
groupe de racines normalement alimenté en N. Gedtaés suggerent une réponse au stress
des plantes a la fois locale et systémique. Delysagtranscriptomiques effectuées sur les
racines des plantes limitées en azote ont permimeattre en évidence plus de 200 transcrits
associés aux nodosités. Ceux-ci seraient surexpiimez les plantes normalement alimentées
en azote comparées aux limitées, impliquant quepéeeil fixateur d’'azote serait la cible
principale du signal systémique lié au statut agBtéfel et al. 2008). Certains des transcrits
seraient connus pour étre impliqués dans la streictes nodosités, et dans les stades précoces
de la nodulation. Ces résultats suggerent queglaaton exercee par le statut N de la plante
pourrait cibler 'ensemble des processus de dépelment des nodosités (Ruffel et al. 2008).

Jeudy et al. (2010) ont également utilisé un digian split-root chezMedicago
truncatula permettant de caractériser la réponse adaptaévautants hypernodulants a une
privation locale et temporaire en N. Les auteur$ wmontré que, cheMedicagq les
mécanismes de régulation locaux et systémiquesaliéstatut N des plantes contrélaient le
développement des nodosités. Civeadicago truncatulale géneSUNN était alors requis
pour la régulation systémique de la nodulationré&manche, Jeudy et al. (2010) ont observé






gue la stimulation de la nodulation (par augmeotatie la biomasse des nodosités puis du
nombre de nodosités) déclenchée par le signalmiié lié au statut N n'impliquait pas le
géne SUNN Ces résultats suggerent un mécanisme de sigialisdu gene SUNN
indépendant du signal lié au statut N.

Afin de vérifier cette derniére hypothése, et dmpmendre quelle est I'implication de
chacune des 2 voies de régulation, Voisin et @1Q2 ont réalisé une expérimentation en
hydroponie utilisantPisum sativumvar. Baccara et 3 mutants hypernodulants. Cette
expérimentation permettait de faire varier la riani azotée par utilisation de différentes
teneurs en N dans la solution nutritive. Voisiraktont tout d’abord montré que des plantes
cultivées en absence de nitrate avait une soud#@maution en concentration en N. Celle-ci
était due a I'épuisement des ressources de lagg@incidant avec la premiére vague de
nodulation. La diminution en N s’arrétait lorsq@eviague de nodulation était terminée. Chez
les hypernodulants, dont l'autorégulation de la ulation est défectueuse, la vague de
nodulation continuait malgré I'arrét de la dimirmutide la teneur en N. Le nombre excessif de
nodosités di a I'hypernodulation permettant d'éljer la demande en azote. Chez les
hypernodulants, a I'opposé d’'un sauvage, la normagxcessive se déroule en permanence,
gue ce soit en présence ou en absence de nitraitar(\ét al. 2010).

L’ensemble de ces résultats tend a suggérer gugldation du nombre de nodosités
implique a la fois I'autorégulation du nombre dalosités (AON) et le signal systémique lié
au statut N, ces 2 voies pouvant étre partiellenmtatconnectées.

1.2.2.3. Genes impliqués dans I'Autorégulation de la Nodulabn

En condition d’absence d’'azote, les Iégumineusestat étroitement leur nombre de
nodosités a la demande en N pour la croissancBigarmédiaire de 'AON. La création de
lignées mutantes ayant une modification dans lad&pde former les nodosités a permis de
mettre en évidence un contréle génétique de I’AQNMitilisation de ces lignées mutantes a
permis d’étudier un certain nombre de genes canitdh nodulation et la fixation chez les
légumineuses (Verma 1989).

Chez différentes Iégumineuses comme le pois, k& $®jharicot, I'utilisation d’Ethyl
Méthyl Sulfonate (EMS) permet I'obtention de mutadont I'analyse génétique a montré que
certains loci présents chez ces plantes sont igdiglans le contréle de la nodulation. Les
mutations permettent d’aboutir a la formation detants ne formant pas de nodosités : les
mutants non nodulants, ou des mutants hypernodul@atietanoanolles et Gresshoff 1991).

Des éléments suggéerent que l'autorégulation du nemé nodosités est un processus
systémique. En effet, [l'utilisation des mutants drymdulants montre que certains
hypernodulants contrélent la formation de nodogig@slintermédiaire des parties aériennes.
Des greffes entre des parties aériennes d’un mhigrernodulant et des racines d’'un sauvage
chez la glycine ou le soja conduit a une hyperratthnt (Delves et al. 1986; Delves et al.
1988). La greffe de parties aériennes « sauvage »das racines de plantes « mutées »
présentait quant a elle un nombre de nodositésalorm

L’autorégulation du nombre de nodosités considtedlanc en un signal longue-
distance échangé entre les parties a€riennesterisones comme le suggere Oka-Kira et






Kawaguchi (2006) (Figure 0.4). Le signal est encoral compris aujourd’hui, mais il
semblerait que la perception des facteurs Nod hantau sein des parties souterraines en
soit le début. Il s’ensuivrait alors un signal dosystémique (« root synthesized inducer »)
allant des parties racinaires vers les partieseages, appelé aussi signal d'infection. Ce
signal agirait sur des genes orthologues présems lgs parties aériennes comanchez
Medicago (Super Numeric Nodules) 8lYM28et SYM29(Symbiosis28 ou 29) chez le pois
(Oka-Kira et Kawaguchi 2006). A la suite d'une @ase de signalisation, un signal long de
rétroaction (« shoot derived inhibitor ») serddra transmis des parties aériennes vers les
parties souterraines afin d’inhiber la nodulatidsm autre groupe de geneRdn chez
Medicago(Root-Determined Nodulation) ddOD3 chez le pois (Nodulation3), agirait au sein
des racines afin soit de percevoir le signal émams parties aériennes, soit dans la
transmission du signal issus des racines (Oka#tiréawaguchi 2006).

Chez le pois, une mutation provoquée sur un degries impliqués dans 'AON
(NOD3 SYM28etSYM29, conduit a la formation d’hypernodulants.

Jacobsen et Fenstra (1984) mettaient en évidenoeutemt,NOD3 ayant la capacité
de noduler en présence de nitrate. Sagan et D@6 X@nfirment par des expérimentations
de greffe que le phénotype hypernodulant du mutdDD3 est bien contrélé au sein des
racines comme l'avait démontré Postma et al. (1988) mutantNOD3 était issu ddPisum
sativumvar. Rondo et possédait la capacité de formerambne de nodosités supérieur a un
sauvage, que ce soit sur un milieu avec ou samataitLa biomasse des nodosités était
également bien supérieure chez le mutant que eleaulvage (Jacobsen et Feenstra 1984). La
présence de nitrate entrainait toutefois un effetesmutant puisque celui-ci formait moins de
nodosités sur les extrémités des racines compasawaage. || semblerait également que le
mutant possédait plus de racines latérales etitedi alors que le sauvage en possédait des
plus longues (Jacobsen et Feenstra 1984).

Duc et Messager (1989) présentent un nouvel hydefaot issu d’'une mutation de
Pisum sativunvar. Frisson, ayant I'autorégulation stoppée i@eau du gen&YM28 Muté
par utilisation d’Ethyl Méthyl Sulfonate, P64 prége également une modification du systéme
aérien. En effet, les tiges &'M28ont une croissance réduite et faciée avec desreetids
plus courts avant les boutons floraux (Duc et Mgssa989).

Sagan et Duc (1996) introduisent le mutant P11&rautniveau du ger&Y M29issus
de Pisum sativunvar. Frisson. Dans leur étude utilisant des hypauiants mutés sur un des
deux géneSYM28et SYM29 ils démontrent une différence significative démsiombre de
nodosités entre les mutants et le sauvage. lIs mmmnégalement que les hypernodulants
possedent une partie aérienne dont la biomasseigsficativement plus faible que le
sauvage (Sagan et Duc 1996), cette caractéristpmevant étre due au génotype
hypernodulant ou a la présence ou non de nitragds. éxpérimentations de greffes entre les
mutants et le sauvage montrent que les g&Ydd28et SYM29agissent au sein des parties
aeériennes, a la difféerence du gad@®D3 précédent (Duc et Messager 1989; Sagan et Duc
1996). Il semblerait que la nodulation en préseateaitrate de ces mutants soit le fait d’'un
caractére Nts (nodulation tolérante au nitrategéuant un mécanisme commun de régulation
entre l'autorégulation du nombre de nodosité (AGHN)I'inhibition de la nodulation en
présence de nitrate (Jacobsen et Feenstra 1984 tIMessager 1989).






L’hypernodulant confere aux mutants des modificaigtructurales comparées a un
sauvage. La mise en place des nodosités chezpesrogulants s’effectue plus tét que chez
un génotype sauvage avec une durée de vie desitézdplis longue (Bourion et al. 2007).
La formation excessive de nodosités associée aacdtidté de fixation d’azote plus faible
gu'un sauvage entraine une fixation d’azote égeiv@ entre un sauvage et un mutant
hypernodulant (Carroll et al. 1985; Schuller et 288; Voisin et al. 2007). En revanche,
I’hypernodulation entraine un plus faible dévelomeat des racines comparé a celui chez un
sauvage (Bourion et al. 2007).

1.3Interaction entre la mise en place et la formatiordes nodosités et
I'environnement (biotique et abiotique)

Un certain nombre de facteurs environnementaux grauavoir des effets sur la mise
en place des structures nécessaires a la fixatioiadote atmosphérique. Ces facteurs
peuvent étre de nature biotique (liés a des orgassvivants) ou abiotique (variation de
température, de la disponibilité en eau ou en metnis ...).

1.3.1.Facteurs biotiques agissant sur les nodosités

Bais et al. (2006) expliquent dans leur synthéddidgraphique les interactions
positives ou négatives qui peuvent se produiresaude la rhizosphere.

Interactions positives : Une interaction entre plante et une protéobactérie du genre
Rhizobiumpermet de mettre en place les nodosités respassalel la fixation de I'azote
atmosphérique chez les légumineuses (2001). Ureattton avec une autre bactérie comme
Azospirillum brasilens@ermettrait une élongation des racines primaitesie augmentation
du nombre de racines secondaires (Fibach-Paldi.2042). D’autres bactéries peuvent
également synthétiser un film protecteur sur lesnes dArabidopsisagissant contre les
pathogenes (Bais 2004). Des nématod€sefiorhabditis elegafspeuvent également
interagir positivement avec les plantes du géheeicagoet les bactéries du gerfRiizobium
Sinorhizobium melilotien permettant a ces derniéres de pénétrer plisnf@nt dans les
racines afin de former les nodosités (Horiuchile2@05).

Interactions négatives : A l'inverse, certains éacs biotiqgues ont un effet négatif sur
la mise en place des structures. Ainsi, la sitomeaois Sitona lineatud..) est considérée
comme un ravageur occasionnant de séveres dégatesswultures, affectant ainsi les
rendements. Mis a part les dégats provoqués syraleies aériennes par les sitones adultes,
les larves provoquent une altération des partieses@ines (racines et nodosités) (Dore et
Meynard 1995). Les champignons et les bactérieggmei@galement avoir des effets déléteres
sur les racines nodulées. C’est le cas par exethplehampignorAphanomycesdécrit par
Labrousse (1933) qui provoque une pourriture duesys racinaire et peut engendrer des
pertes de rendement allant jusqu'a 80% (Gaulin |et2@07). Il existe également des
phénomenes d'allélopathie entres plantes au coasguglles une plante excrétera des
composeés allélopathiques ayant des propriétés faxgoies sur les racines des plantes







voisines, altérant ainsi leur croissance (Weil.e2@04).

1.3.2.Facteurs abiotiques agissant sur les nodosités

A l'instar des facteurs biotiques, il existe destéairs abiotiques qui ont un impact sur
la mise en place des structures souterraines ocdgacité a étre maintenues.

Le nitrate : C'est le facteur abiotique ayant leispld'impact sur les nodosités. I
permet une modulation du ratio racines/nodositéséeéhelle des nodosités, la présence de
nitrate induit une limitation de I'apparition desdosités par modification de la synthése de
flavonoides ou en empéchant l'infection des podsimaires par la bactérie rhizobienne
(Bandyopadhyay et al. 1996; Dazzo et Brill 1978gp€ndant, chez certaines especes de
Rhizobium la présence de nitrate n’affecte pas négativerfiafiection des racines par la
bactérie (Lucinski et al. 2002) laissant la syméiestre les plantes et la bactérie possible.

Les nodosités représentent un organe codteux egiémmur la plante (C issus des
assimilats carbonés) (Voisin et al. 2003). Le Crestessaire a la fois pour la formation,
I'entretien et le fonctionnement des nodosités.shAiren présence de nitrate dans le sol,
'assimilation de I'azote minéral par les racinemo{ns colteuse en énergie) s’effectue
prioritairement sur la fixation. En présence deatd, il y a une diminution de la biomasse et
du nombre des nodosités déja formées (Streete8, Neudin et al. 2011) alors que I'activité
de fixation est moins affectée. Cependant, lorsiguaitrate est retiré, la croissance des
nodosités reprend (Naudin et al. 2011; Ohyama. 04l1).

Le déficit hydrigue : C’est le deuxiéme facteurm@tyle plus d'impact sur les structures
souterraines. D’aprés Hungria et Vargas (2000%tidess hydrique peut également avoir un
effet sur la croissance des bactéries rhizobieneas,survie et la structure des populations
pouvant alors entrainer un échec de la nodulaBenplus, en condition de stress hydrique, la
teneur en azote et la biomasse des racines etodesités du poi®isum sativunest réduite
de respectivement 30% et 65% avec un impact plpsitant au stade floraison (Mahieu et
al. 2009).

La température : La gamme de température pendam¢lla se déroule la croissance
des plantes peut avoir un impact sur la mise ecepéd le maintien des structures. Hungria
and Vargas (2000) expliquent que de fortes tempgrsidiminuent les capacités de survie des
rhizobactéries, rendant plus difficile le procesdasiodulation. Une température supérieure a
25°C entraine une baisse de la photosynthése dbestdommageable pour le pois (Guilioni
et al. 2003). Une diminution de la photosynthestaere une diminution de I'apport en
assimilats carbonés aux structures souterrainebinyerse, des températures trop basses
entraineraient un retard dans la nodulation (P&meth 1998). Pour le pois, la nodulation est
la plus rapide a une température au niveau desemde 20°C, des températures supérieures
ou inférieures la retardant (Lira Junior et al. 200

L’état structural du sol : Il est rapporté par Viesan et al. (2006) qu’un sol fortement
compacté impact négativement sur la profondeuntexplorée par les racines d’'une culture







de pois. La compaction entraine une diminution aldallle des macropores dans le sol
(Stepniewski et al. 1994), ce qui limite I'aérateEtnempéche la croissance des racines. Eavis
(1972) a démontré que, chez le pois, la longuauridmasse et I'élongation des racines sont
touchées par le manque d'oxygene dans un sol coénpae plus, la compaction influe
directement et négativement sur la nodulation @Eri®©93). En effet, sur le pivot du pois, le
nombre de nodosités diminue dans un sol compadé gbuve essentiellement sur la partie
basale de celui-ci. Cependant, cette diminution ceshpensée par une augmentation du
nombre de nodosités sur les racines latéraleseplgsirface.

1.4 Modulation a I'échelle de la plante : relation de ompétition entre les
organes de la plante et conséguences sur la miseptaice des racines
et des nodosités

Les deux voies d'acquisition d’'N (I'assimilation dlezote minéral et la fixation de
I'N atmosphérique) sont complémentaires pour I'Ngvsnt antagonistes pour les assimilats
carbonés. En effet, chacun de ces 2 processusredas structures associées a une fonction,
nécessitant de I'énergie sous forme d’assimilatisareés. Ces photoassimilats proviennent de
la photosynthese foliaire et sont sous forme d’amjdsaccharose, maltose, glucose et
fructose (Halford et al. 2011). Il existe cependan¢ compétition entre les organes pour le
carbone disponible entrainant des priorités damsdgles d’allocation des photoassimilats.

1.4.1.Co(ts en assimilats carbonés liés a la nodulation

L’initiation de la formation des nodosités a lien absence de nitrate, et pour la
premiere vague de nodosités, lorsque les résepséss graine sont épuisées. Cependant, une
semaine est nécessaire entre l'initiation de lmé&tion des nodosités et le début de la fixation
symbiotiqgue par les nodosités. Cela provoque urfeigidce en N mais également une
diminution de la croissance des plantes. Les besoiportants en C nécessaire a la formation
des nodosités accroissent l'importance de la ftiansientre I'hétérotrophie des jeunes
plantules (éléments apportés par la graine) ettdteaphie (le C est apporté par la
photosynthese foliaire) (Voisin et al. 2010).

De tous les organes, les nodosités représentgntite en carbone le plus important
pour la plante entrainant un co(t élevé en carlansede la nodulation. Le carbone est utilisé
pour la mise en place et la croissance des nodpsit@éduction du Net I'exportation des
produits de réactions, et enfin la maintenance a@@posants moléculaires nécessaires a
différents processus biochimiques (enzymes, presgirfWarembourg 1983). En effet, la
photosynthese brute se décompose en la photosgntleéie représentant I'assimilation du C
dans la biomasse, et le C perdu par respirationrelspiration représente le codt en C
nécessaire a la croissance, I'entretien et le meairdes structures. Le colt en C nécessaire
lors du processus de respiration des nodositéslesgt. En effet, au stade végétatif, 31% du
carbone issu de la photosynthéese nette est pertespination par les racines nodulées ce qui
correspond a plus de 60% du carbone qui leur legtéa({\VVoisin et al. 2003a).






Chez les mutants hypernodulants, la formation de®sités est excessive, entrainant
un codt plus élevé en C que chez un génotype saugagjui induit une croissance déprimée
des parties aériennes et des racines (Salon21Gl; Voisin et al. 2007; 2013).

1.4.2.Interaction entre le métabolisme carboné et la meseplace des
nodosités

Au cours de sa croissance, une plante passe gaasg® majeures qui impliquent des
besoins différents en carbone au sein des difféererganes qui la composent. Il est a noter
gue quel que soit le stade du cycle de la plame augmentation de la photosynthése entraine
une augmentation du carbone alloué aux racinesl@esluCeci implique que la demande en
carbone des parties souterraines est limitée palisjaonibilité en carbone (Voisin et al.
2003a).

La premiére phase est la phase végétative pendgotlle on observe une forte
croissance des parties aériennes (tige et fewtleputerraines (racines et nodosités). Il y a
alors compétition pour le carbone entre les pardésennes et les parties souterraines.
Approximativement 45% des produits issus de lagdywithése sont a destination des parties
souterraines (Voisin et al. 2003a). Chez le pdisy ia une corrélation linéaire entre
'assimilation du carbone dans la biomasse deseacet des nodosités et les biomasses de
celles-ci. Autrement dit, plus I'assimilation dud@s parties souterraines augmente et plus la
biomasse de celles-ci augmente (Voisin et al. 2DQ3bforce de puits pour le C représente la
guantité de carbone assimilé dans un compartimemtqté de biomasse de celui-ci. Au sein
des parties souterraines, Voisin et al. (2003b)éomt I'hypothése que les racines étaient un
puits secondaire pour les assimilats carbonés pemtede la photosynthese. Leur croissance
est alors limitée par celle des nodosités repraséid puits majoritaire des assimilats au sein
des parties souterraines. Ceci vient en contradi@vec les éléments montrés par Tricot et al.
(1997) qui suggéraient que ['élongation racinairerag prioritaire en condition de
disponibilité des assimilats limitante sur la fotioa et le développement des nodosités. Au
sein des nodosités elles-mémes, il semblerait gudveloppement de nouvelles nodosités
serait un fort puits en assimilats carbonés etaseef aux dépens des nodosités issues d’'une
précédente vague de nodulation (Hacin et al. 1997).

La seconde phase est la phase de floraison ouaggEmt les organes reproducteurs
de la plante. Au fur et a mesure de I'apparitioncdax-ci, les priorités au sein de la plante
pour les assimilats carbonés changent, les orgameeducteurs devenant plus compétitifs
gue les parties souterraines. L’allocation dansdegsieres des composeés carbonés issus de la
photosynthese n’est que plus que de 20 a 30% as deucette phase (Voisin et al. 2003a).
Les organes reproducteurs sont un puits de carélené et leur apparition entraine un colt
en carbone pour la plante. Les parties souterraieeignnent plus limitées en apport carboné,
cependant les nodosités restent le puits en caflbgrias important en valeur relative au sein
des parties souterraines (Voisin et al. 2003b).ct@ssance des nodosités et leur colt de
maintien se font alors aux dépens des racines.rbidsance des nodosités diminuerait la
disponibilité du carbone nécessaire a la croissaleseracines. D’autre part, de la méme
maniere qu’au stade vegeétatif, plus I'assimilatiencarbone dans la biomasse des parties







souterraines augmente, et plus la biomasse degsgaduterraines augmente. Cependant il
semblerait qu’a partir de la floraison, la photdatgse nette n’affecte plus la force de puits
des racines ou des nodosités, indiquant que laophathése n'est a ce stade pas responsable
de la variabilité ou de la limitation de la croissa des racines et des nodosités (Voisin et al.
2003Db).

La troisieme phase est la phase de remplissaggrdeses ou I'on observe que ces
dernieres représentent le puits prioritaire deaaelpour la plante. En effet, moins de 7% du
C issu de la photosynthése nette est a destindgi®macines nodulées, les parties aériennes et
souterraines devenant alors équivalentes en teenpeiarité pour le C (Voisin et al. 2003a).
Lors du remplissage des graines, le C alloué atirea et aux nodosités n’est plus corrélé a
leur biomasse. Ceci indique que le carbone estipatement utilisé pour la maintenance des
racines et des nodosités mais plus pour leur eocses(Voisin et al. 2003b). En effet, pendant
le stade de remplissage des graines, la croissiegeacines et des nodosités est terminée.
Cependant, Voisin et al. (2003b) ont pu montrer € était prioritairement alloué aux
racines ou aux nodosités selon la voie d’acquirsitie I'N. En effet, un systeme assimilateur
de nitrate verra une allocation de carbone pririeipant destinée aux racines, alors que ce
seront les nodosités sur un systeme fixateur gleANa fin du cycle, la forte demande en
assimilats nécessaires au remplissage des grainks faible force de puits des racines
nodulées se traduira par la sénescence plus ots mapitde des racines et des nodosités.




Figure 0.6 Cinétique d’assimilation du nitrate stgyne a haute affinité (HATS), constitutif et
inductible, systéme a basse affinité (LATS) conéfiet inductible. Tiré de Morot-Gaudry et

al. 2006

Figure 0.7 Schéma d’assimilation de I'azote chezlantes : absorption racinaire du nitrate,
stockage vacuolaire et réduction en nitrite et amom, synthese des acides aminés et
exportation; GOGAT, glutamate synthase ; GS glutansiynthétase ; NiR, nitrite réductase ;
NR, nitrate réductase. Tiré de Morot-Gaudry eR@06



2. Fonctions liées au prélevement d'N : les voies d'qaisition d’'N et leur
régulation

2.1 Assimilation de I'azote minéral
Bien qu’elles aient la faculté d’assimiler le disz@tmosphérique par le biais de la
symbiose aveRhizobiumles Iégumineuses, comme toutes les plantes, peaussi acquérir
'azote minéral présent dans le sol par leurs exciha forme essentiellement assimilée est le
nitrate, bien que ces plantes puissent absorbeeragat du nitrite et de I'ammonium
(Nightingale 1937).

2.1.1.Assimilation des nitrates

La concentration en NO dans le sol est trées variable, allant de quelques
micromolaires a quelques millimolaires. Afin dedaater a ces gammes de concentrations
contrastées, les plantes ont développé des trarspoiadaptés : il existe ainsi 2 systemes de
transports différents pour le NOun systéme de transport a haute affinité (HATES)un
systeme de transport a basse affinité (LATS) (M@atdry et al. 2006).

Pour les faibles concentrations de {N@ans le sol, de l'ordre de 0.2 a 500uM,
'assimilation des N@ est réalisée par les transporteurs a haute &ffiHATS qui sont
saturables au-dela de 200uM de Nds posseédent la particularité d’avoir une congmie
inductible en présence de N@t une composante constitutive qui fonctionne @nastent.
La composante inductible permet de multiplier patebcapacité de transport du NO

Lorsque la concentration en nitrate dans le sok@s@00uM et ce jusqu’'a 50mM, les
transporteurs utilisés par la plante sont les parisurs a faibles affinités LATS qui sont non
saturables. Ces transporteurs, majoritairemeneptées 1mM de N§) possedent également
une composante constitutive (Morot-Gaudry et ab&@Figure 0.6) et inductible.

Le NOs; absorbé par la racine peut étre 1) soit stock&sitdrement dans la vacuole,
2) soit exporté par le xyleme vers les partieseades, ou encore 3) étre réduit au sein des
racines en ammonium NH Cette réduction s’effectue en 2 étapes catalypéesa nitrate
réductase (NR) et la nitrite réductase (NiR) séd@iréactions suivantes :
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La premiére réaction catalysée par la NR est clithgm Une fois le N@ réduit en N@, ce
dernier sera transporté dans le plaste pour éthgitrén NH'. Le NH," synthétisé pourra
alors étre utilisé dans la synthese des acides ésmpar I'intermédiaire de la réaction
catalysée par les enzymes GS / GOGAT (Figure 0.7).






2.1.2.Régulation de I'assimilation des nitrates

2.1.2.1. Par l'intermédiaire de ses transporteurs
L’assimilation de N@ peut étre modulée via la régulation des genesntquizur les
transporteurs HATS et LATS de nitrate. Les genesladéamille Nrt2 codant pour les
transporteurs HATS et ceux de la famille Nrtl cddpour les LATS sont soumis a des
mécanismes de rétrocontrbles (Okamoto et al. 2083)atégories de genes ont été mises en
lumiére par Okamoto et al. (2003 ; 2006).

Okamoto et al. (2003 ; 2006) charabidopsis thaliananontre qu’une exposition a du
NOs induit une forte induction dans les racines desegeNrt 2.1, Nrt 2.2 et Nrt. 3.1
pour les HATS et Nrt 1.1 pour les LATS. Le geneXNktchezArabidopsis thaliana
(Gansel et al. 2001) serait principalement resgaasde I'activité des transporteurs
HATS inductibles (Lejay et al. 1999; Zhuo et al999 Morot-Gaudry et al. en 2006
mentionnent également le fait qu'en présence de;,Nlnduction des HATS
impliquerait la synthése de nouveaux transportprotiques.

La deuxiéme catégorie de génes est réprimée parésence de N Ainsi, la
transcription des genes Nrt2.5 et Nrtl.3 est réduie 25 a 50% lors d'une
alimentation par du N9 (Okamoto et al. 2003).

Enfin, la troisiéme catégorie de génes regroupex @mui sont constitutifs. Leur
transcription se révele étre indépendante d’unédtion ou d’'une exposition a du
NOjs'. Cette catégorie regroupe les géenes Nrt 2.6, MrtN\rt. 3.2 et Nrt 1.2 (Okamoto
et al. 2003).

Il semblerait également que le NH produit de la réduction du NO inhibe
rapidement et réversiblement les transporteursyde HATS lorsqu’il se trouve a forte
concentration (Morot-Gaudry et al. 2006). C’estlégeent le cas lorsque des acides aminés,
comme la glutamine, sont présents dans le phlo8aave et al. 2004). En effet, en présence
de glutamine, I'entrée de NOet I'expression des genes Nrt2 codants pour leSHA
diminuent.

2.1.2.2. Par modification de la synthése et de l'activité de

enzymes Nitrate Reductase et Nitrite Reductase

La Nitrate Reductase (NR) et la Nitrite ReductaBER] sont régulées par des
composés vehiculés au sein des séves ou bien alg=udans les tissus, tels que les hormones
comme les cytokinines ou bien le Bl@insi que par différents facteurs abiotiques dels la
lumiére. Le nitrate est le principal facteur induis'expression de la NR (Faure et al. 1991;
Stitt 1999; Orea et al. 2005). La lumiere induit effet important sur les enzymes
responsables de la réduction des3sN@n effet, Faure et al. ont montré en 1991 que les
ARNmM des enzymes NR et NiR disparaissaient totaktni@rsque les plantes eétaient
maintenues a I'obscurité pendant 60h. Un cycle 4le @mposé de la photopériode et de la
nuit suivante permet de restaurer un niveau d’ARMmmal. Les auteurs mentionnent que la
lumiére est requise pour I'expression des géeneartgabur les enzymes, méme en présence
de N& dans la solution.
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Figure 0.8 Fixation biologique de l'azote par lenmexeNitrogénase/Hydrogénasdour
chaque électron fourni par l'intermédiaire de ldugase a laitrogénasepour la réduction
de l'azote il y a consommation de 2 liaisons phasgd riches en énergie (2 ATP). Une
molécule de K est formée en méme temps que celle de 'ammoniac.

Figure 0.9 Le circuit du métabolisme central dezdt® chez les bactéries entériques. La
réaction faisant appel a 3 enzymes permet l'asafioil du NH4 et la production de la
Glutamine et du Glutamate. La GS catalyse la swgeatltle la Glutamine. Le glutamate peut
étre synthétisé par 'action soit de la GS/GOGAdit de la GDH, respectivement avec une
forte ou faible affinité pour le NH4. Tiré de Ya0Q”.



2.1.2.3. En relation avec la nutrition C

Des études ont montré le fait que la disponib@meC provenant de la photosynthese
foliaire pouvait agir comme messager secondaires danrégulation du prélevement des
nutriments par les racines (azote, phosphate, giotay (Hermans et al. 2006; Liu et al.
2009). Ainsi, I'expression des transporteurs deatet(NRT1.1 et NRT2.1) et dammonium
(Amtl.1, Amtl.2, Amtl.3) dans les racines d’Aralpdis est régulée et stimulée par le
saccharose, indiguant I'importance des assimikatsanés dans la régulation des systemes de
transports racinaires (Lejay et al. 2003). Plusemé&oent, une corrélation a été découverte
entre I'expression des 2 transporteurs de nitnadeiii par le saccharose et la quantité de
Glucose-6-P dans les racines (Lejay et al. 2008).

2.2 Fixation de I'azote atmosphérique

2.2.1.Processus et fonction de fixation par I'intermédiaides nodosités
La fixation symbiotique d’azote atmosphérique eastptocessus par lequel les nodosités
réduisent le B atmosphérique en NH Cette réduction s’effectue grace a la nitrogénase
enzyme bactérienne présente au sein des bactémigkents dans les nodosités (Mylona et
al. 1995).

L’enzyme bactérienne nitrogénase catalyse la @astiivante :
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La nitrogénase existe sous plusieurs formes doptula commune est la nitrogénase
dépendante du Molybdéne. C’est un complexe enzgmaticomprenant 2 composés
métalloprotéiques : la protéine Fer (dinitrogénesguctase) et la protéine Fer-Molybdene
(dinitrogénase) (Figure 0.8) (Mylona et al. 1998efeldt et al. 2009). La nitrogénase catalyse
aussi la réduction d'autres substrats que Jecdbimnme I'acéthyléne, l'azide, le cyanide ou
encore I'hydrazine (Hu et Ribbe 2011).

Lors de la réaction, le Ndfroduit peut réagir avec un protor et former du NH".
Celui-ci sera alors assimilé dans le cytoplasmeraeosités par les enzymes GS/GOGAT
afin de former les acides aminés, comme le glutar(féigure 0.9) (Mylona et al. 1995; Yan
2007). Le glutamate sera ensuite métabolisé erfarmee azotée de transport qui peut varier
en fonction des plantes. Ce seront des amideslebgdantes tempérées alors que ce seront
des uréides chez les plantes tropicales (Mylorsh 4995). Ces formes azotées seront ensuite
exportées par le xyleme au sein de la plante &inticbr dans la synthése des acides aminés et
des protéines.






2.2.2.Régulation de l'activité nitrogénase

La fixation symbiotique d’azote est un processwduisant d’importants codts en C
lors de la respiration des nodosités (Day et Copel091; Hartwig 1998). De nombreuses
études se sont portées sur les glucides e, ItQus deux substrats de la respiration et
possédant un impact sur la nitrogénase. La nit@ggeest une enzyme sensible a I'oxygene et
nécessitant des conditions microaérobiques pour esgression et son fonctionnement
(Mylona et al. 1995). La nitrogénase peut étre tiéea par la présence ¢@hah and Brill
1977; Mylona et al. 1995). Or, paradoxalement,di§e nécessaire a la réaction catalysée
par la nitrogénase provient de processus oxydatiidéiquant une forte demande en.@es
conditions impliquent la présence, au sein des sitek) d’'une barrieére de diffusion de $O
permettant une entrée et une disponibilité efif@ment régulée au sein des nodosités.

Une faible concentration en ,Oau sein des nodosités active la protéine
transmembranaire bactérienne Fix L sensible a fiérg, qui induit la transcription des génes
nif A etfix K intervenant dans la régulation de I'activitérogénase. Les protéines NifA et
FixK issues de la transcription de ces genes iedtita transcription d’'une série d’autres
genes des famillenif et fix, codant pour des protéines impliqguées dans latshel de la
nitrogénase et dans la fixation d’azote (Mylonalef.995).

Compte tenu de la forte sensibilité de la nitrogéna I'Q, celui-ci est transporté
jusqu’aux bactéroides par l'intermédiaire d’une bénotéine de la famille des nodulines, la
leghémoglobine, exprimée exclusivement dans lekilesl des plantes infectées par les
bactéries fixatrices.

2.2.3.Impact des facteurs environnementaux sur la fixatio

De la méme maniére que les facteurs environnememtauun impact sur la mise en
place des structures, ils possedent égalementgecis positifs ou négatifs sur les fonctions
d’assimilation de I'azote minéral et sur la fixatidu N, atmosphérique.

2.2.3.1. Impact des facteurs biotiques sur la fixation

Compétition avec les adventices: les IégumineusesTe le pois sont connues pour
étre négativement impactées par la présence degsmas herbes (moutarde sauvageapis
arensis L. par exemple). Le pois est connu pour étre uruvaid compétiteur pour les
ressources du sol et lorsqu’il est en concurremx les adventices, celles-ci sont plus
compétitive pour prélever I'N minéral du sol (Watlal. 1991; Townleysmith et Wright 1994;
Corre-Hellou et Crozat 2005). En conséquence, ésepice d’adventices, le pourcentage d’N
provenant de la fixation symbiotique d’azote augmerhez le pois afin de subvenir a ses
besoins azotés (Corre-Hellou et Crozat 2005).

Microorganismes : les bactéries PGPR (plant grgwtimoting rhizobacteria)
permettent d’améliorer la croissance racinaire ge pr le prélevement de P permettra
d’améliorer la symbiose et donc la fixation d’azdie effet, Zafar et al. (2012) montrent que
des lentilles inoculées avec ces bactéries ontnugileure croissance, et donc un meilleur
prélevement des nutriments comme le P. Il en résdirs une meilleure fixation d’azote et







une teneur en N des plantes plus importante. BBauttudes ont également montré qu’une
inoculation mixte comprenant des PGPR, mais égalemes PSB (Phosphate Solubilizing
Bacteria), responsables d’'une meilleure dispomébiiu P dans le sol, permet d’obtenir une
fixation de N et un apport en P nettement amélioré (Kumar en@iaa2008).

Ravageurs : la présence dans I'environnement déitefeou des racines-nodulées de
ravageurs comme les siton&stona lineatud..) occasionne des dégats sur ces structures. Ces
dégats induisent ainsi une diminution de la fixatsymbiotique d’azote chez les plantes. En
effet, Doré et Meynard (1995) ont montré une foct@rélation entre la biomasse des
nodosités et la fixation symbiotique d’azote : plasproportion de nodosités au sein du
systeme racinaire est réduite par les sitonesust |pl fixation symbiotique d’azote diminue.
D’autres études montrent que la diminution de lamasse foliaire induite par les sitones
induit une diminution de la fixation de;NCorre-Hellou et Crozat 2005).

2.2.3.2. Impact des facteurs abiotiques sur la fixation

2.2.3.2.1. Impact du nitrate

Les NQ constituent un des principaux facteurs limitangsla fixation d’azote en
impactant la nodulation. Streeter (1985a ; b) noemie que le N@ entraine une suppression
de l'activité de fixation d’azote par les racinesdulées chez le soja, le pois et le haricot.
Streeter (1988) précise que l'activité de la mgjéwase permettant la fixation d’azote par les
nodosités peut étre limitée pendant plusieurs jearprésence de NO Waterer et Vessey
(1993) confirment cette étude chez le pois en umalid) qu'une application constante de NO
& une concentration de 0,2 mol/entraine une diminution drastique de la fixatidazdte.
L’étude réalisée par Kage (1995) précise que deserdrations en N dans la solution
nutritive de 1 mol/m et 5 mol/ni chez Vicia faba avaient entrainé une diminution de la
fixation d’azote jusqu’a des valeurs respectivenntl% et 16% par rapport a un contrdle
(n’ayant pas recu de NQO. Voisin et al. en 2002 confirment ces résultdiszcle pois en
utilisant différentes concentrations en Nén champ. Ils ont ainsi observé que la part d&azot
acquise par la fixation symbiotique était diminléesque la teneur en NGétait augmentée
alors que la quantité totale d'N acquise (fixatetnassimilation) ne varie pas (Voisin et al.
2002a). Les auteurs montraient que l'inhibitioraléxation d’azote par le NOrésulterait en
un décalage de la mise en place de la fixation gtighe. Ainsi, cette derniére ne serait mise
en place qu’au moment ou la concentration eng’N@rait suffisamment faible et serait
'unique facteur limitant de la fixation symbiotiguVoisin et al. 2002a).

Lucifiski et al. (2002) indiquent dans leur reviemede NQ' induit une limitation de
'apport en assimilats carbonés aux nodosités eeufades racines et des parties aériennes
afin de participer au métabolisme de réduction N€&y. Cette limitation en assimilats
carbonés agirait alors directement ou indirectensetla barriere de diffusion des gaz du
cortex des nodosités en augmentant sa résistaretie-aCbloque I'entrée de Net d’'O, au
sein des nodosités et induit une baisse de laidixatymbiotique d’azote et permet une
augmentation de la réduction des NQucinski et al. 2002). La présence de nitratergti
également provoquer des changements dans la cdiopas la seve phloémienne (teneur en






glutamine), perturbant ainsi la diffusion de J'@ans les nodosités et l'activité de la
nitrogénase (Neo et Layzell 1997).

Naudin et al. (2011) indiquent qu’une courte exposides nodosités déja en place au
NOj3 induit une chute brutale de I'activité de fixatispmbiotique d’azote chez le pois, quel
que soit le stade de développement de la planteoass duquel le N©® est appliqué.
Cependant, la chute de la fixation symbiotique &'awlus forte lorsque I'exposition a lieu
pendant le remplissage des graines.

2.2.3.2.2. Impact des facteurs abiotiques autres que les rigsa
D’autres facteurs biotiques, différents du Npossédent un effet sur les fonctions
responsables du prélevement d’N.

La disponibilité en eau impacte la fixation symhjae lorsque cette ressource se
trouve en déficit, provoquant un état de sécheregsgeen exces. Guérin et al. (1990)
expliqguent qu’en condition de déficit importanteawu, la fixation symbiotique d’azote chez le
haricot décroit fortement. Une privation continueeau pendant 8 jours inhibe totalement la
fixation symbiotique d’azote. Le déficit hydriquerduit a une baisse de la turgescence
cellulaire dans les nodosités limitant la diffuside I'O, dans les tissus ce qui induit une
diminution de la fixation symbiotique (Guérin et. a990). En condition de faible
disponibilité en eau, la croissance des plantéegbactéries est réduite, entrainant une faible
fixation symbiotique d’'azote (Hungria et Vargas @D0QJn stress hydrique réduit également
la synthése de la leghémoglobine, protéine permtdaransport de I'©@(Hungria et Vargas
2000).

La gamme de température dans laquelle les nodastéeveloppent peut également
avoir un impact sur la fixation symbiotique d’azofénsi, de fortes températures possedent
des effets négatifs sur le métabolisme de la plah&ur la fixation symbiotique d’azote en
entrainant une chute brutale de I'activité nitragga (Hungria et Vargas 2000). De basses
températures ont pour effet de retarder ou de diemifiactivité de fixation symbiotique des
nodosités chePhaseolus vulgariRennie et Kemp 1981).

Le pH des sols ou des solutions nutritives do# éampris dans une gamme allant de
6.0 a 7.0 afin d’étre optimal pour les bactériesisiptiques (Hungria et Vargas 2000). Un
faible pH est associé a une augmentation de lacitéxcausée par I'aluminium et le
manganese, et une baisse de I'apport en calciuogpplore et molybdene nécessaire a la
nitrogénase. Un fort pH entraine une teneur trefefen bicarbonate, lequel diminue I'activité
nitrogénase (Abdel-Mawly et EI-Sayed 1999).

2.2.4.lmportance de la souche bactérienne utilisée daasymbiose

Il existe des variations génétiques pouvant aveimpact sur la fixation symbiotique
entres especes et entres génotypes de planteges|tmais également en termes de souches
bactériennes utilisées lors de la symbiose plaatécbie.






Laguerre et al. ont étudié en 2007 l'interactiotreleux génotypes de pois avec une
guarantaine de souches bactériennes différentassaliurs ont observé un effet fortement
significatif des différentes souches bactérienngsun ensemble de parameétres comme la
biomasse ou le nombre de nodosité. Il semble qgénetype végétal utilisé ait également un
effet significatif sur la biomasse des nodositésladméme maniére que I'effet conjugué de la
souche avec le génotype. Enfin, Laguerre et aD{R0Ont déterminé que certaines souches
bactériennes pouvaient entrainer une variation agaantité d’N accumulée dans les parties
aeriennes. Prévost et al. (2009) ont étudié I'efeetlifférentes souches bactériennes lors de la
symbiose avec le sojaGlycine mak Ills ont pour cela inoculé du soja avec 2 souches
provenant de sol ainsi qu'avec la souche de référeldes différences en termes de nombre
de nodosités, mais également au niveau de la tilenodosités ont été observées entre les
différentes souches employées. Bien qu'il n'y adts pde différences significatives dans
'acquisition d’N lorsque I'expérience se dérouleide concentration ambiante en £ One
teneur en CQ plus élevée provoque chez la souche de référeneeagquisition d’'N
supérieure (Prévost et al. 2009).

Enfin, Laguerre et al. (2012) confirment les résgltprécédents en utilisant une
collection de 9 souches difféerentes de la bact&imorhizobiumsur un génotype de
Medicago truncatulalls ont observé que l'activité de fixation symigoie d’azote variait en
fonction de la souche bactérienne utilisée et i€effice de celles-ci dans la fixation
symbiotique du N

2.2.5.Complémentarité des 2 voies dans l'acquisition @ebte

2.2.5.1. Relation entre I'acquisition d’N et la croissance notion

de courbe de dilution de I'azote dans la biomasse
La teneur en N des parties aériennes d’'une plaanie en fonction de son stade de
développement. L’'analyse de ces variations de teneluiez des graminées fourrageres au
cours de leur croissance a permis de formuler oingel dilution de I'N dans la matiére séche
(Salette et Lemaire 1981). Selon cette loi detidily la teneur en azote est corrélée
négativement a la production de biomasse et s'g8eldn I'équation suivante :

%N = .(MS)

Ou %N représente la teneur en azote des partigsnaés de la plante, et MS la
biomasse seche des parties aériennes. Les coeffficieet sont des parametres variant
entres les espéces végétales.

Cette relation, d’abord mise en évidence chez lasmées dont les céréales (Salette
et Lemaire 1981), a été transposée chez les leguisws a graines dont le pois (Ney et al.
1997). Pour le pois, les coefficients sor6.08 et =0.32. Lemaire et Salette (1984) ont mis
en évidence une relation allométrique lorsque ldriten azotée est non limitante,
s’établissant entre la croissance d’'une planta & rseur en azote totale. Chez une plantule, la
teneur en N est élevée dans les différents compamts. Au cours de la croissance de la
plante, la biomasse augmente mais la teneur ee &tat diminue résultant en une



Figure 0.10 Evolution au cours du cycle de la @adé I'azote provenant de la fixation
symbiotique (A), de l'assimilation racinaire (B) @ la semence (C), pour des expériences
réalisées au champ, avec des apports d’azote mmeésemis variant entre O et 400 Kg N.ha
! Tiré de Voisin and Salon, 2005.



dilution de I'N dans les compartiments. Chez lesplors du stade de remplissage des graines,
en fin de cycle, I'accumulation d’N devient proponnelle a la croissance, visible par un
plateau sur la courbe de dilution de I'azote (Negwle1997; Salon et al. 2001). On dit alors
gue le phénomene de dilution de I'N au sein dedembsse ne se fait plus.

La courbe de dilution critique définit une courb@imum de la nutrition azotée d’'une
plante en fonction de sa croissance au cours dpsteborsqu’une teneur en N se trouve au-
dessus de cette courbe de dilution, il est dit dmenutrition N est supra-optimale
(consommation de luxe) signifiant que la planteuié® plus d’N qu’il ne lui est nécessaire.
En revanche, si la teneur en N se situe sous lebeale dilution, la nutrition azotée est sub-
optimale, la plante se trouve en situation de ca@eam N et celui-ci est un facteur limitant de
la croissance.

2.2.5.2. Complémentarité des 2 voies au cours du temps

Comme cela a été présenté précédemment, les |léguses ont la particularité de
posséder deux voies d’acquisition d’'N: l'assimidat de I'N minéral et la fixation
symbiotique. La contribution de chacune des 2 veage au cours du temps en fonction du
développement de la plante, de la mise en placeodgsnes et de la disponibilité en N
minéral comme les Ndans le sol. En effet, lorsque la disponibilitéeminéral dans les
sols est suffisante, I'assimilation de I'N minédgvient majoritaire, et remplace ainsi la
fixation symbiotique (Voisin et al. 2002a; Voisin&alon 2005).

- Au tout début de son cycle, la plantule posséuecroissance basée essentiellement
sur les réserves protéiques provenant de la g{édsb) ainsi que sur I'assimilation de I'N
minéral du sol (40%). Dans le cas ou la disponéieén N minéral dans le sol est faible
(inférieure & ~60 kg N.h3 ou nulle (culture sans N minéral apporté), I'dsiion de I'N est
réalisée par l'intermédiaire de la fixation symimoe.

- Ensuite, la contribution de la fixation symbiatégdevient majoritaire, et représente
jusqu'a 80% de l'apport en N en fin de phase véiyetaElle se réalise en défaveur de
'assimilation de I'N minéral qui ne représente plgue 20%. Le systeme est cependant
réversible. En effet, en cas d’ajout d’'N minérahslée sol, la contribution de I'assimilation de
I'N minéral devient prépondérante, inversant legpprtions de chacune des voies de nutrition
N (Voisin et Salon 2005). Lorsque la disponibikté N minéral est supérieure a 380 kg N.ha
! la fixation de I'N atmosphérique est totalemartiibée, et I'assimilation de I'N minéral
devient la seule voie de nutrition N (Figure 0.0\@isin et al. 2002a).

Apres floraison, I'acquisition de I'N diminue duitfae la compétition pour le carbone
qui s’opéere entres les parties aériennes et leoi@svde nutrition azotée. La fixation
symbiotique étant trés sensible aux facteurs enmgmentaux, celle-ci peut diminuer au
cours du cycle, en faveur de I'assimilation d’N éral.

Jusqu’au début de la phase de remplissage desgrd@s plantes reposant sur des
modes de nutritions azotés différents ont des niwveke photosynthése, une croissance et un
prélevement d’N peu difféerents (Voisin et Salon 200






Lors de la phase de remplissage des graines, edefinycle, le prélévement d’'N
devient plus faible. En condition de faible disgmlité en N minéral, I'absorption de celui-ci
diminue, alors que la fixation d'azote se stabiliggependant, la fixation est moins
performante que I'absorption des NCrette derniére étant associée a une photosynphése
élevée. Ainsi, en condition de disponibilité en Neuffisante, la contribution de I'absorption
des NQ'serait majoritaire, permettant ainsi un retardadsdnescence foliaire et une durée de
remplissage des graines plus élevés (Salon et0Ofll)2 La forte compétition pour les
assimilats au cours du remplissage des graine®ité&@verement l'activité des nodosités.
Suite a la demande importante en N lors du renggessdes graines, on observe une
remobilisation de I'N des feuilles. En effet, la B&sco (enzyme responsable de la
photosynthese) représente 30 a 60% des protéisanibles au sein de la plante. Cependant,
la sénescence de la plante entraine la remobiisai I'N des feuilles, et la diminution de la
photosynthese due a la dégradation de la Rubisosi, Aéchelonnement des contributions
de I'absorption des N4t de la fixation d’azote au cours du cycle deldnfe montre que ces
dernieres sont complémentaires pour I'acquisitieid.



Figure 0.11A. Dispositif split-root décrit et utilisé par Reff et al. 2008 pour analyser la
réactivité des différentes voies d’acquisition dazdte (NQ, NH; et Np) suite a une
limitation en N pendant 4 jours chez des plantdisvées en hydroponie. La limitation en N a
été provoquée en transférant une partie du systaoieaire dans une solution sans azote
(voie d’acquisition de l'azote: NQ NH;) ou en supprimant le Ndisponible dans
I'atmosphére racinaire par utilisation d’Argon/dQvoie d’acquisition de I'N: B). B.
Acquisition de N@, NH;" et N, chez les plantes controles et traitées aprés é jda
traitement.



3. Interactions entre les composantes structurales &nctionnelles
responsables du prélevement d’azote en condition aeodification de
I'environnement C ou N

Différents facteurs biotiques ou abiotiques, enaat soit une raréfaction d'un
élément, la destruction d’'un organe ou bien une ifisation du métabolisme ou des
fonctions de prélevement de la plante peuvent newdal disponibilité en carbone via la
photosynthese ou bien la disponibilité en azoter des plantes. Un grand nombre de
recherches ont visé a étudier I'effet de ces moatitons de I'environnement sur les végétaux
et a comprendre comment la plante s’adapte a aagehes conditions et quelles réponses
elle met en place.

3.1 Réactivité des 2 voies d’acquisition d'N en réponseune
modification de I'environnement N

Lorsque I'N devient limitant dans I'environnemergsdracines, la plante développe
des réponses adaptatives lui permettant de modidietivité de prélevement de I'N par le
reste de son systéme racinaire. Ruffel et al. (@08eudy et al. (2010) ont mis en place sur
Medicagotruncatula des expérimentations utilisant des dispositifst-spbt, permettant de
séparer les racines en 2 parties (Figure 0.11). digzositifs permettent d’induire une
perturbation locale sur l'une des parties du systé&atinaire, par exemple de réduire la
disponibilité azotée ou bien de moduler d’autregeiars environnementaux abiotiques ou
biotiques. lls sont ainsi un outil de choix poundder de quelle maniére la plante percoit une
contrainte au niveau tellurique, comment elle ré&dg maniére systémique ou localisée) et
guelle stratégie adaptative elle met en place.

En condition de limitation dans I'acquisition d’Niméral par les racines, la réponse de
la plante differe selon la source d’'N aprés seutdmgours de perturbation N (Ruffel et al.
2008).

3.1.1.Voie de I'absorption d’azote minéral

Lorsque la source d'N est le NQIil y a compensation par la plante pour I'acqiosit
d’'N en réponse a la perturbation (Figure 0.11).e=@l acquiere significativement plus de
NOj par les racines de la plante n’ayant pas subird@tomn, comparé au contréle, ce qui
n'est pas le cas avec le hHLa plante est capable d’un rétrocontréle posiiifla régulation.
Ces résultats sont en accord avec les rechercteesugies cheArabidopsis thaliangGansel
et al. 2001). Cette compensation des plantes staurer leur statut azoté s’expliquerait par
la régulation rapide des transporteurs desNRuffel et al. 2008).






Jeudy et al. (2010) ont poursuivi cette analysemamtrant qu’aprés 14 jours de
limitation en N, les plantes qui reposent sur lesN€®@mme seule source d’azote continuent
de compenser la perturbation liée a une limitatiooalisée en azote en augmentant
'acquisition de N@ et la biomasse des racines de la partie du systarireire non limité en

NOs.

3.1.2.Voie de la fixation atmosphérique

Ruffel et al. (2008) ont observé une réponse différ des plantes comparées a celle
avec du N@ lorsque la source d’'N est le; Mtmosphérique (Figure 0.11). En situation de
limitation en N, les plantes reposant pour leur alimentation eteazniquement sur le JNhe
restaurent pas leur statut azoté apres 4 jounaidenhent. En effet, la fixation symbiotique du
N> reste similaire a celle des plantes contrble pesiplantes soumises a la perturbation. Les
résultats de Ruffel et al. (2008) suggéerent quetiVaé spécifique de la fixation symbiotique
du N, ne pourrait étre augmentée chez les plantes dene&pliquant I'impossibilité des
plantes soumises a la limitation en N de compensbe-ci par une augmentation de leur
fixation. L’hypothése avancée est alors que l'aispécifigue de fixation symbiotique
fonctionne a un niveau maximum chez un sauvagedien N (Ruffel et al. 2008). Ainsi, le
codt en carbone de la nodulation, ainsi que le dexcarbone alloué aux nodosités pouvaient
étre des facteurs limitant I'activité spécifique filation d’N ainsi que son accumulation
(Bacanamwo et Harper 1997; Salon et al. 2001; Bouet al. 2007). Voisin et al ont montré
en 2007 que lacquisition d’N était étroitementelia la croissance de la plante. Lorsque
'apport en N est inférieur a la demande, la canise des parties aériennes ralentit,
permettant un meilleur apport en carbone aux pasteiterraines (Voisin et al. 2003). Ceci
permettra d’induire une augmentation de la croissagt de l'activité des racines et des
nodosités afin d’améliorer I'acquisition d’'N et dabvenir aux besoins azotés (Voisin et al.
2007).

De la méme maniére que pour le NQeudy et al. (2010) ont analysé la réponse des
plantes fixatrice du Na long terme, soit apres 14 jours de traitemeatsdu’une partie du
systeme racinaire est privé de, kemplacé par de I'argon, la biomasse et la tetwtale en N
de la plante sont réduits de 20%. Apres 14 jourgaiement, Jeudy et al. (2010) observent
une augmentation de la fixation symbiotique ‘d§, de I'ordre de 70% par rapport au
contrble. Ceci démontre I'existence d’'un systemeatapensation de la fixation symbiotique
du N, par les racines chez des plantes fixatrices lasig#n N bien que plus tardive que celle
des plantes assimilant le NOAfin de savoir si cette régulation a long terrasdit intervenir
une modification structurale (formation ou croissandes nodosités) ou fonctionnelle
(variation de l'activité spécifique de fixation dip), les auteurs ont mesuré l'activité de
fixation symbiotique de Npar unité de biomasse de nodosité. Leurs résuttatgrent que
l'activité spécifiqgue de fixation symbiotique neriapas entre le controle et les plantes
subissant la privation en N. La réponse des plaatela privation en N induit une
augmentation de la croissance des nodosités (Jeualy 2010) qui résulte dans un premier
temps d’'une augmentation de la biomasse des nédogité-existantes (issues d'une
précédente vague de nodulation), puis de l'ingratet du développement d’'une nouvelle
vague de nodosités (Jeudy et al. 2010).






Des recherches ont été realisée chlezlicago truncatulaafin d’étudier I'impact de
différentes souches bactériennes sur la réponseldetes a une limitation de la capacité a
fixer I'N. Laguerre et al. (2012) ont pour celalisgé le systéme de split-root semblable a celui
de Ruffel et al. (2008) et Jeudy et al. (2010). deteurs ont mis en place une limitation en N
pendant 4 jours par remplacement dudd I'environnement racinaire par de I'’Argon sur la
moitié du systeme racinaire. Sur l'autre moitié dmsnes, les auteurs ont comparé I'impact
de 2 souches fixatrices sur la réponse des plantadimitation en N: la souche bactérienne
de référence RCR2011 et une souche plus efficiemid. Ills ont ainsi observé qu’en
condition limitante en N ou contrdle, il y avait wifet positif significatif de la souche
bactérienne sur le niveau d'activité de fixatiormgyotique d’azote par les nodosités,
'acquisition d'N par les plantes, et la biomasse rbdosités. A court terme, I'acquisition
totale d’N diminue de 54% et 41% respectivement f@gouche de référence RCR2011 et la
souche md4. Quelle que soit la souche bactérietiigéa, aucune variation de l'activité
spécifiqgue de fixation n'a été observée suite dinatation en N, ne permettant pas de
compenser celle-ci. Cependant, les auteurs ontnabsee légere augmentation du poids
moyen d’une nodosité uniquement chez les plantasilées avec la souche md4. Les auteurs
ont aussi réalisé une étude a long terme de lansé&pdes plantes a une limitation de I'N par
utilisation d’'une souche bactérienne appliquée daiéme localisée sur une partie des racines,
souche nod+fix- (permettant la formation de nogsinais pas la fixation symbiotique). Sur
'autre moitié des racines, les auteurs ont utissauches bactériennes différentes pleinement
fixatrices. On observe alors une compensation ddinfétation en N, provogquée par
I'utilisation de la souche bactérienne non fixarilnduite par une augmentation de plus de
60% de la fixation symbiotique d’azote par rapgartcontréle sur la moitié des nodosités en
présence des bactéries normalement fixatrices.g@mtation de la fixation symbiotique
d’azote était uniquement due a une augmentatiomodhbre de nodosités et du poids moyen
d’'une nodosité. Les auteurs ont montré que la pah la limitation en N était plus
importante lors de I'utilisation d’'une des souchemparée a la seconde. Ainsi, bien que les 2
souches bactériennes utilisées soient qualitatimensémilaires, ces résultats montrent
I'importance du choix de la souche bactérienne difibvtenir une réponse adaptative optimale
des plantes face a une limitation en N.

3.2 Modification de I'environnement C

3.2.1.Effet d’'un ajout d’assimilats carbonés sur I'acquison d'N et la

croissance des plantes
Le fait que l'activité spécifique des nodositéspeeit étre augmentée en cas de déficit
azoté a conduit Ruffel et al. (2008) a émettre gtthése que ceci pourrait résulter d'une
limitation par la disponibilité en carbone. D’unarpl’N absorbé puis réduit au niveau du
systéme racinaire nodulé sous forme de,;Nébt ensuite associé a des squelettes carbonés
pour synthétiser les acides aminés. D’autre padrimation des nodosités et leur






fonctionnement représentent le puits le plus ingrdrpour le C (Voisin et al. 2003b, 2003c).
Une plus grande disponibilité en C pourrait permeetine amélioration de I'acquisition d’N
par augmentation de la croissance des racines d#sunodosités ainsi que leur activité
(Voisin et al. 2007), des degrés de priorité imgat$ pour ces organes ayant été démontrés en
début de cycle en comparaison des parties aériebnesaugmentation de la disponibilité en
C par ajout de saccharose entraine une augmentsitan quantité d’assimilats carbonés au
sein des racines, majoritairement sous forme deogki Cependant, cet apport de saccharose
et d’assimilats carbonés n’entraine pas d’augmiemtade I'assimilation de NI par les
racines (Ruffel et al. 2008). Par contre, en camdlitde limitation en N, les nodosités
demeurent le puits le plus important de C au seilaglante et I'allocation du C varie afin de
privilégier les racines nodulées toujours aptequadr I'N (Jeudy et al. 2010).

3.2.2.Effet d’'une augmentation de la teneur en GQur la croissance et

I'acquisition d’N chez les plantes et chez les légneuses
La disponibilité en assimilats carbonés au sein laeplante dépend de la
photosynthese, qui permet la conversion du @& en composés utilisés pour la synthése
des acides aminés. Par ailleurs, la photosynthésend de la lumiere et de la concentration
en CQ. Il est donc possible qu’une modification de I'de ces facteurs (et non la quantité
d’assimilats carbonés au sein des parties souteggpimodulant ainsi la photosynthéese,
impacterait directement I'acquisition d’azote.

De nombreuses études se sont portées sur l'impacte daugmentation de la
concentration en C{Osur I'acquisition d’azote, et notamment sur laafign symbiotique du
N». Il semblerait qu’'une augmentation de la conceisinaen CQ pendant 6 jours pourrait
provoquer une augmentation de 18% de l'activitbogé&nase (Cen et Layzell 2004) et donc
de la fixation symbiotique d’'azote (Rogers et &l0®). Ces résultats ont été confirmés par
Das et al. (2010) qui ont de plus montré une ictera entre la concentration en €€t la
température. Lam et al. (2012) montrent pour lanpgee fois en champ qu’une augmentation
de la concentration en GQ@hez le soja, induisait une augmentation de laueren azote
provenant de la fixation symbiotique.

Cependant, les résultats montrent le fait que cattgmentation de la fixation
symbiotique d’azote serait due & une augmentatda iomasse des structures des nodosités
et non a une augmentation de l'activité de fixasgmbiotique des nodosités (Hartwig 1998;
Zanetti et al. 1998; Cen et Layzell 2004; Rogera.€2009).

L’augmentation de la concentration en {a0a pas d’effet sur la biomasse des parties
aériennes du haric®®haseolus vulgarjsou sur celle des racines au cours de la gerroimati
(Haase et al. 2007). Cependant on observe uneel@ggmentation de ces biomasses entre 12
et 21 jours apres le semis. L'accroissement deheentration en COpeut conduire a une
diminution de la concentration totale en N de Enpt, et plus précisément dans les racines et
dans les parties aériennes. La concentration tde@aleomposés phénoliques, qui permettent
d’initier la nodulation se trouvant dans les exdsidacinaires augmente de 167% lorsque la
concentration en C{est doublée comparée a la concentration epdbibiante (Haase et al.
2007). Chez le soja, une élévation de la concéotran CQ d’un facteur 2 accroit de 63%



Figure 0.12 Dispositif expérimental décrit et s#li par Fischinger et al. 2010 pour
I'application a long terme aux racines noduléesxdahelange MO, (80/20 ; v/v) a différentes
concentrations de COLa partie dans I'encadré en pointillées a étété&p8 fois. L'entrée de
gaz provient de bouteilles de gaz sous pressiangaz N et G sont sans COou H.. FC :
controleur de flux.



la biomasse des nodosités et de 50% leur nombr@aréna la concentration ambiante en
CQO.. La biomasse des parties aériennes augmente deedd%cquisition de C des parties
aériennes de 33%. Cependant, Prévost et al. (203®rvent chez le soja une augmentation
de la concentration en N de 78% dans les partisenaés, quand Haase et al. (2007) en
observaient une diminution.

Chez la luzernévledicago sativaFischinger et al. (2010) ont isolé le compartiment
souterrain pour y faire varier la concentrationGfy (Figure 0.12). Les auteurs ont utilisé un
traitement consistant en l'utilisation d’'une tenear CQ ambiante, et d’'une teneur en £0
enrichi (7 fois la concentration ambiante enC@pres seulement 3 semaines de traitement,
la teneur en N des nodosités, I'activité de fixatgymbiotique d’azote, et la croissance des
nodosités augmentent dans le traitement enrichiCén. Il semble également que la
concentration en acides aminés (asparagine) etidasaorganiques augmentent au sein des
nodosités et dans la séve xylémienne a destinasnparties aériennes (Fischinger et al.
2010). Les auteurs montrent en revanche que chezplimtes mutées, possédant des
nodosités inefficientes, I'ajout de G@ans le milieu n'a aucun effet (Fischinger et28l10).
Ces résultats suggéerent que la fixation dy, §&r les nodosités est essentielle pour avoir une
fixation symbiotique d’azote efficiente.

Kirschbaum en 2011 publie une revue synthétisantsEmble des effets connus d’'une
augmentation de la photosynthése sur la croissate® plantes. En améliorant la
photosynthese, on améliore la disponibilité en @aeb ce qui permet en moyenne
d’augmenter le taux de croissance relative desgdadienviron 10%. Cette augmentation de
la croissance peut se révéler plus importantedessphases exponentielles de croissance du
début de cycle d’'une plante et lorsque les plasbes non limitées en nutriments. Cependant
méme lorsque la disponibilité en assimilats carbast plus élevée, la croissance des plantes,
peut étre limitée par d’autres facteurs comme daatiibilité en nutriments en exacerbant par
exemple les limitations provoquées par le manqueutiéments (Kirschbaum 2011).

A forte teneur en Cg) les auteurs s’accordent sur la possibilité d’agigier la fixation
symbiotigue d’azote, mais essentiellement par urveld@pement des structures
(augmentation de la biomasse des nodosités, dedegnbre). En revanche, peu d’études ont
permis de montrer un impact d’une forte teneur €3 €ur I'activité de fixation symbiotique
d’azote. Enfin, la fixation symbiotique est tressible aux stress environnementaux, pouvant
résulter en une déficience dans [I'acquisition dazdte. Lorsqu’'un des nutriments
indispensables a la croissance de la plante vierdraguer (azote, phosphore, potassium), une
augmentation de la teneur en £aygraverait les symptomes et I'état de carenceeaudes
plantes.






4. Les mutants hypernodulants

De nombreux mutants hypernodulants ont pu étreitsichar exposition a I'Ethyl
Méthyl Sulfonate, mutation impactant I'un des gémtsrvenant dans I’Autorégulation de la
Formation des Nodosités (AON) comme décrit précédent. Chez le pois, ces genes sont
SYM28SYM29%tNOD3

4.1 Caractéristiques

Hypernodulation et colt important en C pour la fation des nodosités: un mutant
hypernodulant possede une quantité de 5 a 10 lisssipportante de nodosités par rapport au
sauvage et ses nodosités sont de petites tailles éDMessager 1989; Sagan et Duc 1996).
Etant donné que la formation et le fonctionnemeses dodosités entrainent un colt en
carbone trés important, qui se fait en compétiavec les racines et les parties aériennes
(Hacin et al. 1997; Voisin et al. 2003a; Voisirakt2007), I'hypernodulation peut induire des
colts en C supérieurs a ceux chez un sauvage.

Ceci explique les croissances déprimées des padémnnes et des racines
observables chez les mutants hypernodulants (Sagaml. 1993; Sagan et Duc 1996;
Wopereis et al. 2000; Voisin et al. 2003b; Bourgtnal. 2007; Voisin et al. 2007; Novak
2010; Voisin et al. 2013). La croissance des racoe mutants hypernodulants de pois sont
réduites de 60 a 80% comparé au sauvage (Voisah €013). Alors que les racines et les
nodosités peuvent étre complémentaires pour I'adgpn d'azote, ces structures sont
antagonistes pour I'utilisation du carbone : plaikiomasse des nodosités augmente, et plus
celle des racines devient faible.

Fasciation cheBEYM28(P64) : Les mutants hypernodulants mutés sur e §& M28
intervenant dans I’AON, montrent une croissancdadgge fasciée, réduite avec de courts
entrenoeuds entre les nceuds floriféres et la défttwm de la tige (Duc et Messager 1989;
Sagan et Duc 1996; Krusell et al. 2011).

Tolérance au Nitrate : La formation des nodositd&etivité de fixation symbiotique
sont inhibées par le nitrate (Streeter 1985a, 198388; Waterer et Vessey 1993; Kage 1995;
Voisin et al. 2002a). Cependant les mutants hymkhdamts possedent le caractére Nts
(Nitrate-Tolerant Nodulation) permettant la fornoatide nodosités en présence de nitrate
(Jacobsen et Feenstra 1984; Carroll et al. 1985;ddbuMessager 1989; Sagan et Duc 1996).
Cela suggére que la régulation de la formation rimdosités par 'AON et par le nitrate
partagent un mécanisme commun.

Fixation symbiotigue d'azote : Les mutants hypeutadts ont une activité spécifique
de fixation symbiotique inférieure a celle d’un sage comme I'ont montré Carroll et al.
(1985) chez le soja ou Jeudy et al. (2010) chkxlicago Cela pourrait étre dd a une
compétition pour le C entre la formation en exces dodosités induisant un codt en C
important et I'activité spécifique de fixation symtique (Voisin et al. 2007).

Voisin et al. (2007) et Bourion et al. (2007) omtdéé chez le pois les effets de la
variabilité génétique sur la fixation symbiotiquelaccumulation d’azote en comparant 5
génotypes difféerents d@isum sativumndont 2 mutants hypernodulants. Les auteurs maintre



Figure 0.13 Impact d’'une limitation en azote prawég par I'utilisation d’Argon/@au sein
d’un dispositif en split-root sur a) I'activité spique de fixation du Net b) sur I'acquisition
d’azote chez un génotype sauvagévielicago truncatulaA17 (noir) et un mutant
hypernodulanSUNN(gris). Tiré de Jeudy et al. 2010.



une différence du nombre de nodosités et d’accuronld’N entre génotypes. Des génotypes
hypernodulants ont une acquisition d’'N inférieureelles de génotypes sauvages malgré une
plus forte nodulation, se déroulant plus précocendans le cycle de la plante. Cependant,
chezMedicagq une plus faible activité de fixation symbiotiqassociée a une biomasse de
nodosités plus importante que chez le sauvage peume fixation symbiotique d'azote
similaire entre un mutant hypernodulant et le sgavdeudy et al. 2010).

4.2 Réactivité a un stress

Jeudy et al (2010) ont réalisé une série d’expéegnchezMedicago truncatula
visant a caractériser la réponse d’'un hypernod@anmie privation temporaire et/ou localisée
de ressource azotée. Confirmant les résultats delCet al. (1985) et Schuller et al. (1988),
Jeudy et al. ont pu montrer qu'apres 4 jours deation en N, un hypernodula®UNN-2
(orthologue deSYM29 augmentait significativement la quantité d’N #&éymbiotiquement
comparé a un hypernodulant non limité (Figure 0.C3)ez le génotype sauvage, la privation
d’azote n’engendre pas d’augmentation significatieda quantité d’N fixée comparée au non
carencé. De plus, la quantité d’'N accumulée d'upenyodulant carencé est supérieure a celle
du sauvage également carencé. Jeudy et al. (261@pgalement montré qu’un hypernodulant
limité en azote pouvait augmenter significativemsom activité fixatrice de Ncomparé a un
hypernodulant non limité bien que restant inféreaircelle d'un sauvage limitée en azote.

Ces résultats indiquent que le mutant hypernodutersséde potentiellement une
réactivité plus grande a une modification du statude la plante qu’un sauvage chez lequel
l'activité spécifique de fixation pourrait fonctioar a un niveau maximum. Afin de tester
I'hypothése ou l'activité spécifique de fixationraie limitée par la disponibilité en C (Ruffel
et al. 2008), cette derniére pourrait étre augneeps I'utilisation d’'une teneur élevée en
CO, permettant d'augmenter la photosynthése foliaitéutilisation des mutants
hypernodulants pour vérifier cette hypothése repesait un outil intéressant. Leur réactivité
au stress pourrait étre alors améliorée en situat® forte disponibilité en C. On pourrait
observer une plus forte augmentation de l'activité fixation symbiotique chez un
hypernodulant en condition de carence en N, atigmin niveau similaire a celui d’un
génotype sauvage. Associée a une biomasse de twodogiement supérieure chez un
hypernodulant comparé a un sauvage, la fixationbsytique du mutant pourrait alors étre
supérieure a celle du sauvage.
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1 Problématique

Par leur aptitude a fixer I'azote atmosphérique)(les légumineuses présentent la
particularité de produire des graines riches enépres, en I'absence de fertilisants azotés.
Ces cultures présentent de ce fait un intérét enmgmental fort dans les systemes de culture.
Chez les légumineuses, le prélevement de I'N sduirgpar deux voies d’assimilation avec
d’'une part I'assimilation de I'N minéral par l'inteédiaire de racines, ayant une activité de
prelevement des N d’autre part, par fixation du Natmosphérique par l'intermédiaire
d’'une symbiose avec la bactérie fixatrice du soydnreRhizobium Cette symbiose induit la
formation d'organes spécifiques, les nodositéss desquelles a lieu la fixation du,N_es
deux voies d'acquisition de N sont complémentgies I'acquisition de I'N, la fixation du
N, étant remplacée par I'assimilation de I'N minéralprésence de NQVoisin et al. 2002b;
Lucinski et al. 2002; Bollman et Vessey 2006). N&aims, ces 2 voies sont antagonistes pour
l'utilisation du C ; la formation et le fonctionnemt de ces nodosités nécessite en effet un
apport d’assimilats carbonés provenant de la plotbese (Layzell et al. 1981; Walsh et al.
1987; Vance et Heichel 1991; Hacin et al. 1997;s\foet al. 2003a; 2007), apport entrant en
compétition avec celui qui est nécessaire au dppelment, la croissance et le
fonctionnement du systéme racinaire (Voisin eR@02a). A I'échelle de la plante, le nombre
de nodosités est régulé par un processus d"autatém de la nodulation" (Reid et al. 2011;
Mortier et al. 2012) et ajusté aux besoins en N fuaroissance (Voisin et al. 2010).

Malgré la présence de ces 2 voies complémenta@es lfacquisition d’'azote par la
plante, la nutrition azotée demeure aujourd’huifacteur limitant du rendement et de la
teneur en protéines du pois. Ceci résulte d’'uné ¢gharfait que la fixation symbiotique du
diazote atmosphérique au sein des nodosités essphsible aux facteurs environnementaux
gue l'assimilation de I'azote minéral du sol partacines. Ainsi, la fixation symbiotique peut
étre limitée par des stress biotiques (maladieggeurs) ou abiotiques (stress hydrique,
baisse des teneurs en IOrs des compactions du sol) et induire une car@mcN temporaire
et/ou localisée, en I'absence d'azote minéral kkamdieu.

Les SitonesSitona lineatud.. ou le champignophanomycesuteichesconduisant
a la pourriture des racines, sont les ravageursuragdu pois protéagineux (Dore et Meynard
1995; Corre-Hellou et Crozat 2005; Mathesius 20@»3s stress biotiques induisent des
dommages sur les racines et/ou les nodosités, pppvabablement réduire leur capacité de
fixation (Gerard 2002). De nombreuses études argi anontré que la fixation symbiotique
d’azote diminue lors d’'une attaque de sitones (Bt al. 1996; Corre-Hellou et Crozat
2005; Lohaus et Vidal 2010). Cependant, 'impaaing perte d’'une partie du systeme
racinaire sur la fixation d’'azote et la croissames plantes en réponse a ce stress ont été
relativement peu étudiées et demeurent inconnus.

De récentes études ont analysé la réponse adapths/légumineuses a une carence
en N temporaire et/ou localisée. Ruffel et al. @08t Jeudy et al. (2010) ont utilisé la
technique du « split-root » chededicagotruncatula permettant la séparation du systeme
racinaire en 2 groupes distincts, et la mise eoeptbune perturbation locale et/ou temporaire
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sur I'un des 2 groupes racinaires. Les auteuraimsi induit, par utilisation d’'un milieu sans
N>, une perte de fixation des nodosités d’'une pdtisysteme racinaire (Jeudy et al. 2010).

Les nodosités présentes sur le reste du systenmaira¢c bien qu’efficientes, ne
montrent pas d’augmentation de l'activité spéciéigie fixation des nodosités (prélevement
d’'N par unité de biomasse), ne permettant pas ogenser I'absence de fixation d’'une partie
des racines nodulées. La fixation dedécroit ainsi chez les plantes stressées en caispar
aux plantes contrdles. Ces résultats sont différdatce qui a été observé lors de I'utilisation
du NG;” comme ressource azotée. L'utilisation d’'un milgans N@ dans I'environnement
d’une partie du systéme racinaire a induit des phm@mes de compensation a court terme sur
'autre partie du systeme souterrain (Ruffel e2@08). En effet, Ruffel et al. (2008) avaient
observé une augmentation de I'activité d’assinulatde I'azote minéral dans les premiers
jours suivant l'utilisation du milieu sans N minkra’activité spécifique de fixation étant
dépendante du carbone alloué aux parties racin@fiasin et al. 2003), Ruffel et al. (2008)
avaient fait I'nypothese que I'absence de variatienl’activité de fixation suite a ce stress
pouvait étre due a une limitation de l'activité sifi§ue de fixation par la disponibilité en C.
Cette limitation pourrait étre levée en situatioa stress azoté localisé du fait d'une
modification de I'allocation du C aux nodosités.

Les mutants hypernodulants ont un mécanisme défecta’autorégulation de la
formation des nodosités, entrainant un nombre eXa#s nodosités. Chez le pois, 3 genes ont
ete identifies comme intervenant dans la réguladiwmombre de nodosités. Un geNe©D3)

a déterminisme racinaire, les 2 autres geS&dV28et SYM29 étant a déterminisme aérien.
Chez les hypernodulants mutés sur I'un de ces géndsrégulation du nombre des nodosités
induit la formation de nodosités en exces ce quiaere un colt en C supérieur pour le
mutant comparé au génotype sauvage. Ainsi, comemlehpois I'utilisation du carbone pour
la formation des nodosités a lieu au détrimentaidses organes (Voisin et al. 2003), chez les
hypernodulants de pois, on observe une croissaggeintée des parties racinaires et
aériennes par rapport au génotype sauvage (Vdisih 2007 ; 2013). Par ailleurs, d&sides
chez cette espece ont montré que les génotypesnogh#gants possedent une activité
spécifique de fixation inférieure a celle d’'un sage (Voisin et al. 2007). Des expériences en
split-root surMedicago truncatulaont induit des stress racinaires localisés erdrdita perte

de la fonction de fixation sur une partie du sys@acinaire. Contrairement au sauvage, chez
les hypernodulants soumis a un stress racinairalis@c I'activité spécifique de fixation
symbiotique des nodosités peut augmenter afin@péahte restaure son statut azoté. Dans ce
cas, le niveau d’'activité spécifique de fixatiormbyotique demeure cependant inférieur a
celui d'une plante sauvage (Jeudy et al. 2010). gzoénau génotype sauvage, cette meilleure
réactivité des hypernodulants face a une pertunbate leur activité de fixation symbiotique
suggere I'implication d’'une modification de l'allatton du carbone entre organes.

Dans ce contexte, notre étude a été focalisée auteul’analyse de la réponse
adaptative du pois a une ablation d’'une partie yhiéme racinaire, afin de vérifier si les
mutants hypernodulants peuvent compenser plusaeffitent leur acquisition d’azote qu’un
génotype sauvage suite a la perte d'une partigstérse racinaire nodulé. Dans cet objectif,
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afin de tester si la disponibilité en C est undactiimitant de I'activité spécifique de fixation,
nous avons mené une comparaison de la réponse migypgés sauvages et de mutants

bY

hypernodulants a une ablation d’'une partie du systéacinaire dans des conditions
d'alimentation en carbone variées.
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2 Objectifs et déemarche

Les objectifs de notre expérimentation étaient algger la réponse adaptative du pois
a uneablation partielle de son systéme racinaire, en considdeifitt de I'ablation d’'une
part sur la fixation symbiotique d’azote par leslosités et d’autre part sur la croissance de la
plante. Dans ce cadre conceptuel, nous avons deépilué 'effet d’unevariation de la
disponibilité en carbonesur la réponse adaptative de la plante de 2 fagnsar variation
de la photosynthése en utilisant 3 teneurs en @@osphériques contrastées et ii) par
variation génétique de la répartition des assimit@rbonés intra-plante, via I'utilisation du
génotype de pois Frisson (variété sauvage) et giendtypes hypernodulants, ces génotypes
ayant une répartition differente de la biomasseequairties aériennes, racines et nodosités.

2.1 Traitements expérimentaux

Les 2 traitements (ablation racinaire et modifimatide la teneur en Gpont été
appligués a la fin de la phase végétative, dasejaelle le systeme racinaire est mis en place.
Alors que durant les stades reproducteurs, la m@jdes assimilats C est allouée aux graines
en formation puis en remplissage, une part imptetdo C est allouée aux parties racinaires
durant les stades végétatifs, suggérant a ce dtagmssibilité d'une adaptation a des
modifications de I'environnement et/ou a I'ablatides racines via une modification des flux
de carbone. Ainsi, a ce stade, il devait étre ptssi’'observer des variations des flux de C
entre compartiments en réponse aux traitementgiexg@aux.

L’analyse de la réponse adaptative des planteé anésurée au bout de 8 jours afin
d’étudier la réponse a court terme aux traitemexpgrimentaux.

2.1.1 Ablation des racines nodulées

Nous avons réalisé une ablation d’environ la mal8é racines nodulées ayant abouti
a une suppression a la fois des racines et desiéslo

2.1.2 Modification de la teneur en GO

Au sein de 3 expérimentations successives, diftésaieneurs en G@nt été utilisées
et appliguées simultanément au traitement racinaie teneur de référence a 380 ppm, une
teneur basse a 150 ppm (diminuant la photosynttie< %), une teneur élevée a 750 ppm
(augmentant la photosynthése de 30 %). Ces teoatigté appliquées juste apres I'ablation
des racines nodulées, puis maintenues 8 jours 'asqurélevement des plantes pour la
réalisation des mesures décrites ci-apres.



Figure 2.1 Cadre conceptuel décrivant les relatanige la fonction symbiotique de fixation
du N, les flux de C dans la plante et la croissance.
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2.2 Démarche d’analyse des réponses adaptatives

L'analyse des composantes de la plasticité ded#idn de I'azote atmosphérique suite
a I'ablation d’'une partie des racines noduléeséarélisée en considérant les composantes
structurales et fonctionnelles de cette réponaeréponse structurale de I'appareil fixateur a
été étudiée en mesurant les variations du nombde da biomasse des nodosités suite a
I'application du traitement, en comparaison awnfda témoins dont le systeme racinaire est
resté intact; la réponse fonctionnelle des noéssia été évaluée via d’éventuelles
modifications de l'activité spécifique de la fixati de N des nodosites.

La modification de croissance de la plante suifaldation des racines a été mesuréee
via la modification des flux de carbone pour laigsance des compartiments de la plante :
« parties aériennes », racines et nodosités.

Plus précisément, I'analyse de la réponse adapatiles génotypes de pois a
'ablation d’'une partie du systeme racinaire souffédents régimes de teneur en £0e
'atmosphére a été réalisée en suivant le cadreeptuel suivant. Ce cadre conceptuel décrit
les relations entre la fixation symbiotique dg MNs flux de C dans la plante et la croissance
(Figure 2.1).

1. La symbiose fixatrice de )N une association a bénéfices réciproques impliglesn
flux de C et de N entre les partenaires symbioBqueazote acquis par fixation de I'azote
atmosphérique par les bactéries symbiotiques pelansynthése des acides aminés et des
protéines nécessaires a la formation et la crotgsdas structures de la plante. Il permet entre
autres la formation des parties aériennes et lthega de I'enzyme Rubisco nécessaire a la
photosynthese. En retour, la plante fournit auxérées symbiotiques le carbone et I'énergie
nécessaires a la formation des organes hotesptissiteés, et au fonctionnement relatif a la
fixation de N via I'enzyme bactérienne: la nitrogénase. Cessowses carbonées
proviennent de la photosynthése.

2. Fixation symbiotigue de Npar les nodosités. En absence d’azote minéral tans
milieu, la fixation symbiotique de I'azote atmosphée est la seule voie d’acquisition de N
par la plante. Elle est proportionnelle a la bioseades nodosités.

Dans notre étude, le prélevement de I'N par la tfiom a été décomposé en
considérant que la quantité de N fixé par la plaatgar unité de temps est le produit de la
biomasse des nodosités (Structure) par leur aétisftécifique de prélevement d’N (Fonction
. par unité de biomasse de nodosités et par jour).

3. Flux de C dans la plante et croissance : La phatbgge permet I'acquisition de C par
fixation du CQ atmosphérique par les feuilles. Une partie de estGespiré par les organes
aériens et souterrains. La photosynthése nette pdeses aériennes correspond a la
photosynthese brute moins la respiration. Une eal¢i ce C est perdu par la respiration lors
des dépenses énergétiques nécessaires a la syritH&sdretien et au fonctionnement des
structures de la plante. L’autre partie du C acgaisla photosynthese est incorporée dans la
biomasse des différents compartiments de la plardede leur croissance (réparti a I'échelle

#
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de la plante entre parties aériennes et soutesia@teau sein des parties souterraines, entre
racines et nodosités).

Dans notre étude, la chambre phytotronique utiligéar les marquages isotopiques a
permis de mesurer la photosynthese nette des paatieiennes de I'ensemble des
plantes présentes (correspondant a la photosynth@sée moins la respiration
aérienne). Un marquage isotopique &€O, de I'atmosphére a permis de mesurer
pour chaque plante la quantité de carbone photdstique assimilé dans la
biomasse. Cette quantité a été décomposée conpnedigit de la surface des feuilles
par leur activité photosynthétique.

Les flux de carbone pour la croissance des diffremganes ont été analysés par la
mesure de l'allocation du C nouvellement photos$tigk entre les organes des
plantes.

La force de puits pour le carbone de chacun despestiments a été calculée comme
le rapport entre la quantité de C allouée a ce cartiment et la biomasse de celui-ci.

4. Relations entre fixation symbiotique et croissande fagon générale, quelle que soit
la source de N, le prélevement de I'N nécessaleecéoissance des plantes est fonction de la
disponibilité en N dans le milieu et de la capadigdla plante a prélever cet azdte« offre
en N »potentielle pour la plante provenant des partiemaires est le produit de la quantité
de structures responsables du prélevement d’aziaiegsse des racines ou des nodosités) par
leur niveau d’activité spécifique potentiel (adivipar unité de biomasse). Toutefois, méme
en conditions ou I'élément N n’est pas limitant slé@mmilieu, la plante ne peut pas accumuler
une quantité «infinie » d'azote : le prélevement Nl est alors régulé par la plante pour
répondre aux besoins liés a sa croissance, vigtocontrble des parties aériennes sur le
preléevement de N, probablement par le biais degposés N circulant dans le phloéme. Les
besoins en N pour la croissance peuvent étre ggtie« demande en N »La quantité de N
prélevée est donc limitée soit par I'offre en N par la demande en N. Lorsque I'offre en N
est non limitante, c’est la demande en N pour ¢gssance qui régit I'acquisition réelle de N
par la plante §QN ici). Dans le cas d'une offre en N limitantes lglantes sont en état de
carence N.

Dans notre étude, dans laquelle la fixation symia est la seule voie d’acquisition
de I'azote, nous avons considéré que I'acquisitithh par la plante pouvait étre limitée

- soit par I'offre en N symbiotique dépendant iciladiomasse des nodosités, et de
leur niveau d’activité spécifique, ces deux comptes étant a priori variable
selon le génotype et éventuellement modifiées suit@ablation des racines
nodulées

- soit par la demande en N pour la croissance, quievaous linfluence de la
modification de la teneur en Gde I'atmosphere.

Afin de diagnostiquer I'état de nutrition N et cBidtifier le processus limitant de
I'acquisition de N (offre en N ou demande en N savons utilisd’Indice de Nutrition
Azotée(INN), calculé comme le rapport entre la teneulNedes plantes la teneur en N
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donnée par la courbe critique de dilution de N dén®iomasse (Salette and Lemaire 1981;
Ney et al. 1997). Cet indice caractérise le niveleusatisfaction des besoins en N pour la
croissance : un indice est inférieur a 1 indique état de carence azotée, et donc une
limitation de la croissance par I'azote. Dans lesade notre étude, dans cette situation, I'offre
en N est le facteur limitant du prélevement deldisque I'INN est égal a 1, les besoins en N
pour la croissance, sont satisfaits, et le prélémetren N est défini par la demande en N.
L’indice de nutrition azoté peut étre légeremerésieur a 1, indiquant une consommation
de N excédentaire (dite de luxe), n’entrainant gasigmentation de la croissance.

5. Relations entre fixation symbiotique et carenceNenChez les Iégumineuses pois et
Medicago truncatulail a été montré que la réponse a une carenceflgoe uniquement
une réponse structurale, via I'accélération derdéssance des nodosités présentes, et la mise
en place de nouvelles nodosités. Contrairement rédanse des racines a une carence en
nitrates, aucune augmentation de Il'activité spgeéi des nodosités n'a été observée en
réponse a une carence. Toutefois, des variatiomstigées peuvent moduler ces résultats

Ainsi, dans notre étude, I'ablation d’'une partiesdeodosités est susceptible d’'induire
une réponse adaptative de I'appareil fixateur viaeuaugmentation de la croissance des
nodosités, en réponse a une carence en N. Or I¢antsuhypernodulants, caractérisés par
une dérégulation de I'Autorégulation de la formatides nodosités (AON), présentent une
nodulation indépendante de la disponibilité enatitss dans le milieu et donc indépendante
du statut N de la plante (contrairement aux plardasivages). La réponse adaptative des
mutants hypernodulants a une ablation d’'une pagts nodosités pourrait donc différer de
celle du sauvage.

6. Modifications de la répartition des assimilats em@ompartiments, sous l'influence de
modifications de I'environnement C et/ou N :

La théorie de I'équilibre fonctionnel (Brouwer 1983/ilson 1988) indique que la
modification du rapport entre biomasse aériennbi@hasse racinaire est une composante
majeure de l'adaptation des plantes a des modditatde leur environnement, de facon a
maintenir un équilibre fonctionnel entre prélevein#n et de C.

Par exemple, les plantes répondront a une dimimutes ressources carbonées {CO
des parties aériennes par une augmentation dueStirdans la croissance de celles-ci, pour
augmenter le prélévement des ressources via unaesigtion de la quantité de structures
impliquées dans le prélevement de la ressource f@asles). A l'inverse, lors d’une
diminution de la disponibilité en ressources N geasties souterraines, on observera une
augmentation du C alloué aux parties souterrapms, augmenter leur croissancerefine le
prélevement de N. De méme, le modéle de Thornl& ) prévoit un ajustement de
l'allocation du C et de I'N entre les différentgganes de la plante en fonction des variations
environnementales : toute augmentation de la carateon en C dans la plante favorisant la
croissance des racines, et toute augmentationcntzentration en N favorisant la croissance
des tiges (Wilson 1988).
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Dans notre étude, I'ablation de la moitié des rasnnodulées impliqguera un
déseéquilibre fonctionnel entre parties racinairésaériennes. De plus I'équilibre fonctionnel
sera modifié par des variations environnementaketadeneur en CQdes parties aériennes.
Nous faisons donc I'hypothese que la restauratian Igquilibre fonctionnel & ces
perturbations pourrait faire intervenir une modditon de l'allocation des assimilats vers les
structures impliquées dans le prélevement en élemdéficitaire », en plus d’'une éventuelle

réponse adaptative de leur activité spécifique iddepement de cet €élément.

Par ailleurs, au sein des parties souterrainesguiaition de I'N s’effectue par
'intermédiaire des racines (assimilation de I'Nnérial) et/ou des nodosités (fixation de I'N
atmosphérique). L’allocation du C entre les raciaeses nodosités varie selon le mode de
nutrition azotée. En condition assimilatrice de ihNnéral (présence de nitrates dans le sol),
les racines seront prioritaires pour l'utilisatida carbone au sein des parties racinaires. En
condition fixatrice (absence d’N minéral), ce skmst nodosités qui seront prioritaires pour les
assimilats carbonés, par rapport aux racines.

Dans notre étude conduite en absence d’azote nmijn@aéponse a I'ablation des
racines nodulées pourrait favoriser la croissances chodosités par rapport a celle des
racines, pour rétablir I'équilibre fonctionnel C-N.outefois, la mise en place éventuelle de
nouvelles nodosités en réponse a une carence agstdgée a la croissance racinaire, car
elle a lieu sur les pointes racinaires en croissariéar conséquent, I'impact de I'ablation des
racines nodulées sur la répartition du carbone en&r biomasse des racines et des nodosités
n’est pas évident a priori.

Enfin, le rapport de biomasse entre parties aéee®h parties racinaires d’'une part, et
entre racines et nodosités d’autre part, peuverggnter des variations entre génotypes. Par
ailleurs, I'équilibre fonctionnel peut égalemeneémnodifié par des mutations.

Ainsi, dans notre étude, les mutants hypernodulaust caractérisés par une
dérégulation de l'Autorégulation de la formation sdeodosités (AON) entrainant une
formation excessive de nodosités par rapport awnotypes sauvages, avec de ce fait une
dépense de C supplémentaire nécessaire a la fasmegs nodosités, aux dépens des racines
et/ou des parties aériennes. Ainsi, en réponseal@dtion d’'une partie du systeme racinaire
nodulé, les mutants hypernodulants pourraient déaitgrésenter une réponse adaptative de
la croissance différente de celle des génotypegasras.
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3 Matériel et Méthodes

3.1 Matériel biologique

Le matériel biologique qui a été utilisé dans I'éxmentation est le pois protéagineux
Pisum sativuncyv. Frisson et trois de ses mutants hypernodul&itaque hypernodulant est
muté sur I'un des trois génes entrant dans la afignl du nombre des nodositeSYM28
SYM29%tNOD3 (Postma et al. 1988; Sagan et Duc 1996; Kruseall. 002). Pour chacun de
ces mutants, nous avons sélectionné la lignéesmmnelant a I'alléle présentant le phénotype
hypernodulant le plus faible, ce qui correspondndmpact moindre de la mutation sur la
croissance de la plante (Bourion et al. 2007). i\ingus avons utilisé les mutants P64 muté
sur le gen&SYM28 P118 muté susYM29t P121 muté siMOD3

3.2 Conditions de croissance

3.2.1Contraintes expérimentales

Afin de réaliser le marquage isotopiqui,, il est nécessaire d'isoler le compartiment
ou se trouvent les racines pendant le marquage wardispositif étanche a I'air. Ainsi,
I'étanchéité, entre le bac contenant les racinesortcouvercle a été réalisée par un joint
d’eau. Le systeme racinaire traverse ce joint gaani de la zone de racines située 4 a 6 cm en
dessous du collet. Afin de restreindre la formati@s nodosités sur cette zone, une solution
riche en N a été appliquée pendant les premieraseghde I'élongation du pivot (Voisin et al.
2010).

Notre traitement expérimental est de réaliser uratian de la moitié des racines.
Pour faciliter la séparation reproductible du syst&acinaire en 2 parties égales, le pivot a
été sectionné afin de conserver uniguement leseadatérales.

Afin de faciliter I'observation et les manipulat®mlu systeme racinaire, les plantes
ont été cultivées en systéme hydroponique. L’hydnop facilite de plus le transfert des
plantes dans le dispositif en aéroponie qui estiengitilisé pour le marquage aw.NCe
dispositif en aéroponie permet une diffusion optemdu °N, & I'ensemble du systéme
racinaire.

3.2.2 Déroulement des opérations de la germinationtiaite ments

expérimentaux

Pour chacune des 3 expérimentations, 200 grainegé®type ont été pesées et
calibrées puis désinfectées par une solution djaeellisée a 5 % pendant 2 minutes. Les
graines sont ensuite rincées a I'eau osmosée pebdaninutes. Apres imbibition, les graines
ont été placées a la surface d’un milieu inertepmas® d’Attapulgite (8.6 dij contenu dans
des boites hermétiquement fermées afin de gamdediconditions d’humidité constantes. Les
boites ont été placées pendant 4 jours dans unabrbhade culture maintenue a 20°C a
I'obscurité jusqu’a ce que les apex soient visifgbess a la lumiére (néons).



1)

2)

3)

Figure 3.2Dispositif expérimental a l'intérieur de la chambre de marquage.1) photo de

la chambre de marquage. 2) représentation schamadig la chambre de marquage dont les
conditions environnementales sont contrdlées.:3)ome racinaire passant au travers du joint
d’eau ; bl: racines nodulées marquées™Als maintenues a lintérieur du bac en PVC
étanche a l'air ; b2 : couvercle du bac en PVCega#tara I'air ; ¢ : parties aériennes marquées
au'®C0, a I'intérieur de la chambre de marquage.
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Au bout de 4 jours, 120 graines par génotype altsétectionnées sur la base d'un
développement homogene, puis transférées pour wméedde 16 jours en culture
hydroponique en chambre de culture (22°C/18°C juity, avec une photopériode de 10h.
Une solution nutritive riche en azote (14mEq N, &xa 3) a été utilisée afin de favoriser le
développement des racines tout en restreignamiriaation des nodosités. Vingt jours apres
imbibition (DAI), les 60 plantes les plus homogedeschaque génotype ont été sélectionnées
et leur pivot a été sectionné entre fae6la § racine latérale. Afin d'initier la nodulatioles
plantes ont été transférées en hydroponie dansalogon nutritive pauvre en azote (0,625
MmEqg N, Annexe 3). Les racines ont été inoculées daebactérie fixatriceRhizobium
leguminosarunsouche P221 (£ahizobia par plante) permettant la nodulation.5ADRAl le
systeme hydroponigue a été remplacé par un syséé&noponique, avec brumisation de la
solution nutritive pauvre en azote directementlssirracines. Ceci permet une acclimatation
des plantes au systéme aéroponique qui est ensiligé au cours des phases de marquage. A
43 DA, les plantes ont été prélevées. Les plantdsété pesées en frais, et leurs racines
latérales ont été mesurées. Sur cette base, IgdaBes les plus homogénes pour chaque
génotype ont été sélectionnées.

3.3 Traitements expérimentaux

A 44 DA, soit a la fin du stade végeétatif, entee20 et 23 nceuds foliaires sur la tige
principale, un premier lot de 10 plantes par gépety été récolté pour servir de référence
avant I'application des traitements.

Les 16 autres plantes ont été subdivisées en Degsade 8 plantes. Pour chacune des
plantes d’'un groupe de 8 plantes, environ la maité racines latérales nodulées ont été
retirées par ablation. Les 8 plantes restantegt@ntonservées intactes et ont servi de plantes
témoins. Ces plantes ont ensuite été introduitas asysteme en aéroponie de la chambre de
marquage, en solution nutritive sans azote (0 mggridexe 3).

3.4 Marguage isotopique

Le marquage isotopique a été réalisé dans une ckamebmarquage hermétiquement
fermée, permettant a la fois un contrble de I'afph@se des parties aériennes et des racines
par utilisation du logiciel DasyLab (SM2i, VillieBt Frédéric, France). Les paramétres
environnementaux moyens étaient : 10h de photogeér&vec un rayonnement PAR de 443
pumol.photon.rif.s?, 20.9°C et 60% d’hygrométrie pendant le jour et9i8 et 65%
d’hygrométrie pendant la nuit.

Le double marquage isotopiqdéC/°N a été réalisé 5 jours aprés I'ablation des
racines nodulées. Les parties aériennes de chdguoie pnt été exposées a une atmospheére
enrichie en*CO, (10 atom%"™C) pendant 10h de photopériode. Les racines nosldée
simultanément été exposées a une atmosphére eneichiN, (5 atom%™N) pendant 24h,
pendant la journée d’exposition & et la nuit suivante.

Les 16 plantes de chaque génotype ont été récalfieés le deuxieme jour de chasse,
soit a 52 DAI soit 8 jours aprées I'ablation desimas.
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3.5 Mesures

Pour chaque récolte, chaque plante a été divis@dusieurs compartiments : feuilles,
tiges, racines, nodosités, les nodosités ayanmeétées manuellement du systéme racinaire et
dénombrées. La surface foliaire a été mesurée tpmation d’'un planimetre (Li-3100 Area
Meter, Li-Cor Inc., Lincoln Nebraska, USA). Le nomabde nceuds foliaires sur la tige
principale a également été comptabilisé. Chaquepadiment a été séché a I'étuve pendant
48h a 80°C puis pesé afin d’obtenir la masse dé&nmeateche (DW). lIs ont ensuite été broyeés
puis analysés par spectrométrie de masse (SeramweC UK) couplé a un analyseur
élémentaire C-N (Thermo Electron NC2500, Courtahdewance) afin d’obtenir la teneur en

N et en C ainsi que I'enrichissement’@N et en'*C des plantes.

3.6 Calculs et statistiques

Calcul de la proportion de biomasse de racines ldeduretirée lors du traitement
ablation : la proportion a été calculée par la f@dersuivante :

— (1)
Avec DWracines noduléggeesla masse séche des racines nodulées retiréeddors
I'ablation a 43 DAI.

Et avec DWracines nodulégses la masse séche totale des racines nodulées des
plantes au moment de l'ablation d’'une partie desnes nodulées a 43 DAI. Etant donné
'absence de mesures destructives au moment datiai a été réalisée, une estimation a été
calculée pour chaque plante en utilisant une oelgtroportionnelle (P< 0.001 ; R?2= 0.50 a
0.87) entre la masse fraiche totale (FW) d’'unetplah la masse séche totale de ses racines
nodulées mesurée pour chague génotype sur legpldatréférence récoltées a 43 DAI.

"HE0% & () & s -

; —0 (2)

Notre dispositif expérimental permettant le dévplpent de racines homogénes
(voir Matériel et Méthodes), il a été considérée taklation des racines nodulées résultait en
la perte similaire de biomasse de racines et desit@s, calculé comme étant le pourcentage
d’ablation.

Azote symbiotique et carbone photosynthétique dksoans la biomasse

La quantité de Nfixé ( QN, en gN.jour.planté") pendant la phase d’exposition au
>N, dans un compartiment de la plante, a été calcdéeme le produit de la biomasse
(DW) de ce compartiment par sa teneur en azote (3Nl proportion d’azote dans la plante
issu de la fixation atmosphérique dut N

" 4 84 9 * :84;
123 "%, %6 ' ma 84 ; (3)
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Avec ENschantiton 'abondance isotopique de la plante exposée™ By, ENterence
I'abondance isotopique de la plante de référenagamit jamais été exposée ‘AN, marqué,
et ENsourcel’abondance isotopique de I'air marqué'a,.

L'activité spécifique de fixation du N( N, en gN. g nodosit€sour®) pendant la
phase d’exposition au marquage a été définie peatie entre la quantité d’azote provenant
de la fixation du N ( QN) dans la plante entiere et la masse séche desiésl fixatrices
(efficientes) (DWoq)-

1?4
=>

(4)

Assimilation du carbone dans la biomasse : la didade *CO, assimilé dans la
biomasse au cours de la période de marqua@€) a été calculée en utilisant une formule
similaire a la formule (3). L’activité spécifiqgue gphotosynthese des feuille€(en mg Ccm
2 feuille.jour"), définie par le ratio entre la quantité de carbprerenant du Coassimilé dans
la plante entiére pendant la journée de marqua@Cy et la surface foliaire (SF), a été
calculée en utilisant une formule analogue a lenfde (4).

" A BA O * :8A:
12@ #, 566 7 8A 8A . )
12A

Calcul de ratio : Des ratios entre deux variabl@snges Y et X ont été utilisés pour le
calcul des activités spécifiques de fixation duoN de photosynthese, I'allocation du carbone
nouvellement photosynthétisé entre les organes géahte, la répartition des biomasses des
différents organes et pour la vitesse de croissamdative. Afin de permettre des
comparaisons statistiques des moyennes calculé@es fes génotypes, ces ratios ont été
calculés comme la pente (a) de la régression lieéaitre les variables X et Y correspondant
a I'’équation Y = aX.

Analyse de la réponse adaptative des plantes &atiab d'une partie des racines
nodulées

Pour chaque mesure ou variable calculée, une andkysvariance (ANOVA) a été
réalisée a l'aide du logiciel libre « R » afin dadwer I'existence d'un effet significatif ou
d’une interaction entre les traitements ou les gges. Les moyennes ont été comparées en
réalisant un test de Tukey. Les moyennes suiviesediettre différente sont significativement
différente a 5% de probabilité.

Pour plus de lisibilité, pour chaque graphe oudab) les comparaisons de moyennes
ont été présentées séparément (en utilisant dies sstinctes de lettres) pour les plantes
témoins et les plantes ayant subi I'ablation, a d&&probabilité. Pour chaque génotype, les
effets du traitement ablation ont été statistiquandéterminés par comparaison 2 & 2 en
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utilisant un test de Student. L’amplitude de laorgge a I'ablation a été présentée en calculant
le pourcentage de variation moyen (% variation)rppport aux plantes controles :

EF et H :EF I H
DS 7 o (EF ™)

Avec moyennespaion la valeur moyenne des plantes correspondant aiertrent
ablation, et moyennemoin, la valeur moyenne des plantes témoins dont lemea sont
intactes.

Afin de quantifier les variations de croissance idesnes et des nodosités en réponse a
I'ablation, nous avons comparé la biomasse desieacbu des nodosités entre les plantes
ayant subi I'ablation, et les plantes dont le syst@acinaire est resté intact (% variation, voir
précédemment), avec la proportion de biomassediteesanodulées retirée lors du traitement
ablation. Comme il n’était pas possible de fairecdmparaison statistique entre ces valeurs
moyennes, un résultat a été considéré comme sigtivement différent lorsque la différence
de biomasse entre les plantes ayant subi I'ablaiarelles dont les racines sont intactes (%
variation) était inférieur a la proportion de raasmodulées retirée par I'ablation moins I'écart
type associé.
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4 Réponse adaptative, a court terme et a teneur amge
en CQO,, du pois protéagineux a une ablation d’'une
partie des racines nodulées

Ce travail se référe a l'article rédigé pour lauewlant and Soil et intitulé : «N
fixation of pea hypernodulating mutants is moresttaht to root pruning than that of wild

type ».
Rappel de la problématique, en relation avec le séma conceptuel (Figure 2.1) :

Des études ont permis de montrer que suite a omition locale et/ou temporaire en
N, des différences de fixation symbiotique d'azete d’activité spécifigue de fixation
symbiotique étaient observables entre un sauvage Bypernodulant. Il en résultait une plus
forte réactivité du mutant hypernodulant par rapporsauvage face a ce stress (Jeudy et al,
2010). Le génotype sauvage avait une croissanagdteediue a une absence de réponse
fonctionnelle du systéme fixateur dans les premarss suivant la limitation en N. A ce jour
cependant peu de travaux ont étudié I'impact d'pede d’'une partie du systeme racinaire
des hypernodulants sur leur nutrition azotée at ¢enissance, en comparaison des réactions
d’'un génotype sauvage.

Ainsi, du fait de la suppression d’'une partie dedasités, I'ablation d’une partie des
racines nodulées pourrait induire une limitationaléxation symbiotique et de ce fait un état
de carence en N, pouvant induire une limitationsdecroissance. Nous pouvons faire
I'hypothése que l'ablation d’une partie des racinedulées engendrera une augmentation de
I'allocation du C vers les racines nodulées deeseti, afin de restaurer leur croissance et a
plus long terme le prélevement de N.

La réactivité des génotypes hypernodulants suiteethe ablation pourrait étre
supérieure a celle du génotype sauvage. Les gawtyppernodulants sont mutés sur des
genes intervenant dans le mécanisme d’autorégunldgda nodulation et des études ont déja
révélé des impacts différents de I'hypernodulatom le nombre de nodosités, la biomasse
des différents compartiments et la répartition dides-ci au sein de la plante entiére. Ces
variations pourraient entrainer, entre mutants hypdulants, des stratégies différentes de
réponse a l'ablation des racines nodulées. La iviigctobservée pourra résulter d’une
augmentation de l'activité spécifique de fixatiopmbiotique des hypernodulants, ou bien
d’'une réponse structurale via la croissance deesitis.

Nous avons donc étudié l'effet de la perte d’'ungig@ales racines nodulées sur la
fixation symbiotique d’azote et sur la croissanaes blantes en réalisant une analyse
comparative sur 4 génotypes de pois : cv. Frissbiras de ses mutants hypernodulants
mutés sur les génes SYM28, SYM29 et NOD3.



Table 4.1Impact de I'ablation d’une partie des racines é@elsi sur la croissance des parties souterrainebastivité spécifique de fixation et
la vitesse de fixation symbiotique d’azote cheErigson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulgfts P118 et P121.

Réduction de I'activité

Impact de Force de puits Croissance des Force de puits  Croissance e - Réduction de la vitesse de
; : . . o o spécifique de fixation N . )
I'ablation des racines racines des nodosités des nodosités e fixation symbiotique d’N
symbiotique
Sauvage + = + = forte forte
P64 ++ + + = forte forte
P118 ++ ++ ++ ++ faible faible
P121 T+ T+ +++ +++ forte trés faible
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Rappel des principales conclusions de notre étude :

L’analyse de nos résultats a mis en évidence uaetivéé globalement supérieure des
mutants hypernodulants a une ablation d’'une palie racines nodulées par rapport au
sauvage. En effet, la capacité du systéme fixatdides mutants a répondre au stress a été
plus importante que celle du génotype sauvage.

Toutefois, nous avons observé différentes strasédps hypernodulants face a la perte
d’'une partie des racines nodulées. Ainsi, les nistBr118 et P121 ont montré la réponse la
plus efficiente parmi les 3 hypernodulants.

- Chez le P118, suite a I'ablation, on a observéua faible diminution de I'activité
spécifiqgue de fixation symbiotique d’'azote (-17%pdl génotypes résultant ainsi
en la plus faible diminution du flux d’N provenadé la fixation symbiotique
d’azote. Le P118 a ainsi démontré sa plus fortetirdgt suite a I'ablation.

- Chez le P121, bien que la diminution de [Iactive@écifique de fixation
symbiotique consécutive a I'ablation soit plus imtpote que celle observée pour
P118, le flux d’'N provenant de la fixation symbépte d’azote était le plus élevé
parmi ceux observés chez les 4 génotypes. Ceciteéda la biomasse trés
importante des nodosités chez P121.

- Chez le sauvage et le mutant P64, la diminutiohedéivité spécifique de fixation
symbiotique suite a l'ablation a induit une trestdobaisse de la fixation
symbiotique d’'azote.

Bien que l'ablation des racines nodulées ait indni¢ augmentation de la force de
puits des nodosités chez les 4 génotypes, seutaudemnts P118 et P121 ont montré a court
terme (8 jours aprés l'ablation) une accélératimmspectivement modérée et forte) de la
croissance de leurs nodosités, alors que ce njgdaivisible a ce stade chez le sauvage et le
mutant P64. Chez P64, en réponse a l'ablation, arbservé une augmentation de la
croissance des racines sans que celle-ci ne ssoici@e a une croissance des nodosités
(Tableau 4.1).

Cette premiére étude analysant la réponse de pldixatrices a une ablation des
racines nodulées montre la capacité plus importdateertains mutants hypernodulants a
compenser la perte d’'une partie de leurs racinelsil@es en comparaison avec la réaction
d'un génotype sauvage. Ces résultats ouvrent deeties perspectives d’études concernant
les mécanismes et les genes impliqués dans lagéputms Iégumineuses a des stress s’opérant
au niveau des parties souterraines des plantes.cieposantes et conséquences de la
capacité des mutants a réagir a I'ablation d’'unéedu systéme racinaire devraient étre plus
finement analysées tout au long du cycle de croessat lors de culture en champ.

A court terme (8 jours), suite a I'ablation des ositEs, nous avons globalement
montré sur les 4 génotypes étudiés une diminutidostantielle de la fixation symbiotique,
sans modification notable de I'efficience de lafoisgnthése et de la croissance aérienne.

#
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Toutefois, I'impact global de I'ablation d’'une partdu systéme racinaire sur la fixation
symbiotique d’azote et la croissance des plantasyaier sur le long terme.

- D’'un co6té, 'augmentation de la force de puits pteurC des nodosités suite a
I'ablation pourrait induire une augmentation deptaportion de nodosités au sein
de la biomasse totale. Le colt en C respiré pandel®sités augmenterait alors,
pouvant résulter en une diminution de I'efficientephotosynthese.

- Alinverse, I'accélération de la croissance dedowités suite a I'ablation pourrait
induire une augmentation de la fixation symbiotigiezote. Cette plus forte offre
en N permettrait d’augmenter la synthése des pregéioliaires, résultant en
'augmentation de l'activité spécifique de photase.

Les résultats de notre étude ne nous permetteendapt pas de prévoir a long terme
laquelle de ces 2 réponses se vérifierait, et tug pst, peut aussi varier selon le génotype.
Enfin, la capacité des génotypes a restaurer liegan de fixation symbiotique d’azote preé-
stress « ablation » est conditionnée par I'apéitdds racines a maintenir le prélevement des
nutriments indispensable aux nodosités comme |spdtwe et le soufre ainsi que par la
capacité de croissance des racines. Afin de répordrces questions, de nouvelles
expérimentations analysant la réponse a long telesdégumineuses a I'ablation d’une partie
du systéme racinaire sont nécessaires.
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Abstract

Background and AimAs a legume, pea plant has the ability to symb&adity fix No.
However, symbiotic B fixation is very sensitive to environmental stessshat affect plant
growth, and there is little knowledge on the impaictoot pruning on B fixation and plant
growth.

Methodslin this study we removed half of the nodulatedsanf pea wild type Frisson
and hypernodulating mutants P64, P118 and P12ltr@gen fixation was measured using
N labeling and carbon assimilation and partitiorfiegween plant organs usitig labeling.

ResultsRoot pruning decreased; Nixation by -46% to -79% in wild types and
mutants. Pea mutant P118 had a lower decreasedfisp@ctivity of N fixation (-17%) than
both wild type and others mutants (-36% to -62%y. &l genotypes, root pruning increased
root and nodule sinks strengths for carbon. For8Pdid for P121, this was associated to
higher nodule growth than control plants, as mess8rdays after root pruning.

ConclusionThis is the first analysis of Nfixing plant response to root pruning.
Importantly, we showed that some hypernodulatingamis pea lines (P118 and to a lesser
extent P121) withstood this stress better than tyjbe did.

Keywords: Pisum sativuni., Hypernodulating mutants, Root pruning, Symicidt,
fixation, C nutrition, Growth

Abbreviations: C: Carbon ; N: Nitrogen ; SLN: Specific Leaf Nitery ; DAI: Days
After Imbibition ; AON: Autoregulation Of Nodulatio; DW: Dry Weight
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Introduction

Pea Pisum sativuni.) is the leading grain legume grown in Eurogs.drotein-rich
seeds are used as human food and animal feed (&attal. 2001). As a legume, in addition
to soil mineral nitrogen uptake by the roots, paa the ability to fix atmospheric nitrogen
through symbiosis witfiRhizobium leguminosaruimacteria, within specialized plant organs,
the nodules (Nap and Bisseling 1990). Thus, syntbigs fixation is a major N source for
legumes which therefore contribute to improving 8westainability of agriculture. Indeed
nitrogen fixation by legume crops diminishes Nifea@r use in cropping systems and thereby
the associated energy use ang®DNemissions (Munier-Jolain and Carrouee 2003; Jeasd
Hauggaard-Nielsen 2003; Crozat and Fustec 2006 edekret al. 2008; Jensen et al. 2012)

Root assimilation of soil mineral nitrogen and syotic fixation of atmospheric
dinitrogen are complementary for plant N uptake iaspresence of nitrate, mineral N
assimilation replaces MNfixation (Voisin et al. 2002b; Lucinski et al. 200Bollman and
Vessey 2006). However, N nutrition can be a fadimiting pea yield when soil nitrate
availability is low, as symbiotic Nfixation is highly sensitive to environmental sses
(Frings 1976; Corre-Hellou and Crozat 2005; Mama@l. 2007; Naeem et al. 2008; Mahieu
et al. 2009). Abiotic or biotic stresses can leadtlocal and/or temporary limitation of, N
fixation. In particular, the pea weeitona lineatud.. or the fungal pathogeAphanomyces
euteichesare major pests damaging pea crops (Dore and &éyt095; Corre-Hellou and
Crozat 2005; Mathesius 2009). The damage causdtieblarvae of the Pea weewitona
lineatusto the root nodules is expected to have a muchtgrempact on yield than leaf
damage from adults feeding (Dore and Meynard 199%zat and Dore 2010). Also, the
damage to the root nodules is far more difficultgioantify, as the root system has to be
extracted to obtain an estimate of the number andass of nodules destroyed. Still, larvae
damage was measured in a few field studies. Fompbea Lohaus and Vidal (2010) have
shown that the percentage of destroyed root nodwdesd between 37 % and 57 %, with
variations according to year and infestation treatts. Much higher values were found in
earlier studies (80-90 %) (Cantot 1986, 1989). Aphanomyces fungus pathogen induces
root rots. Infected roots become honey brown, caltiissues become soft and darker and
discoloring continues up to epicotyl. Root rot cc@mpanied by a reduction in root weight.
This can reduce yield by up to 80 % (Gaulin et28107), but there is no available direct
relationship between root damage and yield redaoctRoot rot index (RRI) were developed
to quantify the impact of the disease on the raagsjescribed in Moussart et al. (2007). The
0-5 scale describes the percentage of roots dismhlofrom no symptoms to total
discoloration. This kind of scale has been usedcteen genetic resources for resistance to
Aphanomyces. Root rot index values from 1 to mbent4 were recorded (Pilet-Nayel et al.
2002; Moussart et al. 2007; Hamon et al. 2011} WiRI scores ranging from 2 to 3 for most
lines. Thus, these biotic stresses damage root®randdules, probably reducing their N
uptake capacity (Gerard 2002). Many studies haegvsithat N fixation decreases with pea
weevil damage (Murray et al. 1996; Corre-Hellou &rdzat 2005; Lohaus and Vidal 2010).
However, the impact of the loss of nodulated rastghe plant M fixation capacity has not
been studied so far. Moreover, plant growth respen® withstand this stress remain
unknown.
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Recent studies described legume plant responsdataband temporary deprivation
of N, or NGs'. Following local deprivation of nitrat®)edicago truncatulgMtr) can maintain
N uptake through a short-term increase of root ifipeactivity for nitrate uptake by those
roots that remain exposed to nitrate (Ruffel e2808). Plant response also involves a long-
term increase of root proliferation. In contrastN®s, in the short term, local deprivation of
N does not involve increase of nodule specific agtivy Mtr plants response, resulting in a
decrease in Nfixation compared to control plants (Jeudy et28l10). In the long term, Mtr
plants adapt to N shortage by first increasing m@hiomass and then nodule number (Jeudy
et al. 2010).

Regulation of nodulation has been shown to be th& rmomponent of the legume plant’s
adjustment to its N requirements (Voisin et al. @01n pea, nodules are strong sinks for
photosynthetic assimilates (Layzell et al. 1981;|d8Nat al. 1987; Vance and Heichel 1991;
Hacin et al. 1997; Voisin et al. 2003a; 2007), aatbon use for nodule formation and activity
occurs at the expense of other plant organs (Vasel. 2003a). Nodule formation is highly
controlled by the host plants, which limit nodulember by the Autoregulation Of Nodulation
(AON) mechanism (Reid et al. 2011; Mortier et abl2). Hypernodulating mutants are
defective in regulation of nodulation, thus prodigcan excessive number of nodules (Sagan
and Duc 1996). In pea, 3 genes were identifiednasived in the regulation of nodule
number: SYM28 SYM29and NOD3 (Postma et al. 1988; Sagan and Duc 1996). As the
hypernodulating mutants produce numerous extralasdthis may result in a higher carbon
cost compared to wild type.

This is consistent with the depressed shoots antsk rgrowth in hypernodulating
mutants as compared to the wild type (Sagan €t98I3; Wopereis et al. 2000; Voisin et al.
2003b; Bourion et al. 2007; Voisin et al. 2007; Hk\V2010; Voisin et al. 2013). Nodule
specific activity for N fixation of hypernodulating mutants was also shdwie lower than
for wild type (Voisin et al. 2007). Still, in splibot experiments, unlike wild types, tB&NN
(orthologous td&SYM29 Mtr hypernodulating mutant response to local depion of N, was
associated with an increased nodule specific agtior N, fixation compared with mutant
without N, deprivation (Jeudy et al. 2010). Thus, 8i@NNhypernodulating mutant shows a
higher reactivity to a localized and temporarydeprivation than a wild type.

Against this background, the aim of this study wastest whether the Nfixing
apparatus of hypernodulating mutants could compensere efficiently for physical and
localized root damage than that of wild type lind& have dissected the effect of the loss of
part of the root system on plant symbiotic nitrofigation and plant growth. To carry out this
study, a comparative analysis was conducted omadtgees of pea: cv. Frisson and 3 of its
hypernodulating mutants mutated in tB&¥M28 SYM29 and NOD3 genes. Half of the
nodulated root system was removed at the end ofvégetative stage. The short term
response of plants was measured 8 days after raatng. The impact of root pruning on
symbiotic N fixation was measured usiritN, labeling, considering its two components i.e.
the nodule dry weight and the nodule specific agtifor N, fixation. Similarly to the Mtr
plant’s response to local;Nleprivation, we hypothesized that the plant grovesponse to
root pruning may be to induce preferential allomatof carbon (C) into nodule biomass.



Fig. 4.1 Experimental set up inside the labeling @mber. a: Root zone crossing the water
seal; b1 N, labeled nodulated roots inside the air-tight PViaktased; b2: cover of the air-
tight PVC tank; c*CO,-labeled shoots inside the labeling chamber.



23 67 7

We therefore carried out simultaneoli€ labeling of photosynthetic C to monitor
photosynthetic C assimilation and partitioning ittie shoot, root and nodule compartments.

Materials and methods
Plant material

The experiment was conducted on Bisum sativunpea line cv. Frisson and 3 of its
isogenic hypernodulating nod++ mutants. Each hygeutating mutant is mutated in one of
three genes controlling Autoregulation Of Nodulati8YM28 SYM29andNOD3 (Postma et
al. 1988; Sagan and Duc 1996) of which the mutgetes were identified by Krusell et al.
(2011; 2002) and Schnabel et al. (2011), respdgti®r each mutated gene, we selected the
allele conferring the mildest hypernodulating phgpe, and there for the weakest impact of
the mutation on plant growth compared to the patdite (Bourion et al. 2007). Thus, we
used the P64, P118 and P121 mutant lines respiyativgated orSYM28 SYM29andNOD3
genes.

Experimental constraints

In order to performtN; isotopic labeling, it was necessary to separagebiglow-
ground atmosphere from the shoot atmosphere. rtdots were placed in an air-tight PVC
tank. Impermeability between the root tank anddger was ensured using a water seal. The
root zone crossing the water seal was the uppérzate (i.e. located 4 to 6 cm below the
collar) (Fig. 4.1). To restrict nodule formationtkin this root zone, the nutrient solution
supplied during the first days of root elongatioasawnot inoculated and rich in nitrogen
(Voisin et al. 2010). Our experimental treatmenswa remove by cutting half of the roots.
The tap root was cut after the emergence of tise literal roots i.e. 20 days after imbibition.
The resulting root systems consisted of lateratsramly, thus facilitating the subsequent
separation of the root systems into two equivagmoups. To manipulate the root system
without damage, plants were cultivated into a hgdroc culture system. In addition, this
hydroponic system enabled easy transfer and adatimaf plants towards the aeroponic
labeling system used inside the labeling chambwsiedd, the aeroponic system allowed
optimal diffusion of gases during th®, labeling of the roots (Jeudy et al. 2010).

Growing conditions from germination until experimental treatment

First, 200 seeds per genotype were weighed anbraedd. They were then disinfected using
a bleach solution (5%) during 2 minutes and washid water during 10 minutes. After
imbibition, seeds were placed on the surface ofnant Attapulgite medium (8.6 dfnin
transparent germination boxes that were sealeed¢p kumidity constant. Boxes were placed
inside a growth chamber for 4 days, at 20°C. Obgcwas maintained until the apex became
visible. After 4 days, 120 seeds per genotype wszkected, based on homogeneous
development.
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The selected seeds were transferred into hydropouitire tank inside a growth
chamber for 16 days (Average environmental paraisiel® hours of photoperiod with 783
pumol photon.rif.s* photosynthetic active radiation, 22.9°C and 54%rbgnetry during the
day and 18.1°C and 71% hygrometry during the nighite nutrient solution was a nitrate
rich solution (14 x 18 mol N. ') so as to prevent nodule formation (Voisin et2410).
Then, 20 days after imbibition (DAI), for each ggmpe the taproots of the 60 most
homogenous plants were cut below the eighth laterl so as to allow only the upper eight
roots to grow. To allow nodule formation on thesets, plants were then transferred into
hydroponic solution poor in nitrogen (0.625 x°I@ol N. I'). Plants were inoculated with the
N, fixing bacteria Rhizobium leguminosarunbv. Viciae P221 (MIAE01212) with a
concentration of 10 colony forming units per plant. This strain wastaibed from
"Microorganismes d’intérét Agroenvironnemental" dted at UMR Agroécologie, INRA,
Dijon, France. The inoculum was prepared from cakugrown on Bergersen slopes washed
with sterile water. At 35 DAI, the hydroponic systavas replaced by an aeroponic system,
with nutrient solution (0. 625 x TOmol N. I") being directly fogged on roots. At 43 DAI,
plants were transferred into the labeling chamBefore transfer, plants were weighed for
fresh mass estimation; and the length of the lanigésral root was measured for each plant.
These measurements allowed selecting the 26 mosbdeneous plants per genotype.

Experimental treatment

At 43 DA, the 26 selected plants for each genotypee divided into 3 groups. On a
first group of 8 plants, half of the lateral rostere removed and harvested for measurements;
this experimental treatment will be referred théeraas “root pruning”. A second group of 8
plants was kept intact and served as control plamds each genotype, these two groups of
plants were transferred into the labeling chamish nitrogen free nutrient solution (O mol
N. I") being provided to the roots by an aeroponic systehe third group of 10 plants was
not treated but harvested directly for measuremamisserved as a pre-treatment reference.

Labeling chamber and isotopic labeling

The labeling experiment was conducted in a gasfpthamber, allowing control of both
shoot and root atmospheres using DasyLab softv&wvi Villiers St Frédéric, France) (Fig.
4.1). The average environmental parameters ofctisnber were: 10 h of photoperiod with
443 pmol photon.fAs® photosynthetic active radiation, 20.9°C and 60%rbgetry during
the day and 18.9°C and 65% hygrometry during tgitnand 380ult CO, concentration.

A double isotopic’N/**C labeling experiment was performed inside the linbe
chamber, 5 days after root pruning. The shootdl gilants were exposed to'23CO,-enriched
atmosphere (10 atom%C) for 10h. Nodulated roots were simultaneouslyosegl to &°N,-
enriched atmosphere (5 atom®\) for 24h, during the day of exposure i and the
following night. Plants were harvested after twg<laf chase i.e. at the beginning of the 8th
days after root pruning (52 DAI).
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Harvest and measurements

Each harvested plant (or half root system) wasddwiinto shoot, root and nodule
compartments. Nodules were removed from the rositsguforceps and counted. Leaf area
was measured using a planimeter (Li-3100 Area MéieCor Inc., Lincoln Nebraska, USA).
Each plant compartment was dried in an oven at 8@i6ng 48 hours for dry weight
determination. Dry plant tissues were then grodf@.and™>N contents were analyzed using
a continuous-flow isotope ratio mass spectromederdon, Crewe, UK) coupled to a C-N
elemental analyzer (Thermo Electron NC2500, Cooeah France).

Calculations and statistics

The proportion of nodulated root biomass that remgoby the “root pruning”
treatment was calculated as follows:

*

J K$) L MEEO (1)

*
!

DWrootnoGned = the biomass of nodulated roots that was remdwedhe root
pruning treatment and harvested at 43 DAI (To).

DWrootnod,, = the total biomass of the nodulated roots of pduplants at the time
of the root pruning treatment at 43 DAI. Given Hizsence of non-destructive measurements
at the time when the root pruning treatment wadopmeed, this was estimated using the
proportional relationship estimated for each gepet{P < 0.001; R2 = 0.50 to 0.87) between
total plant fresh weight (FW) and total nodulatetr biomass, as measured on the pre-
treatment reference plants harvested at 43 DAI:

U (. HH# - -0 (2)

/

As our experimental setup favored the developmehbmogenous roots (see material
and methods), it was herein considered that raatipg would result in similar losses of root
and nodule biomass, as calculated by the root pgumércentage.

Nitrogen fixation: The amount ofN, fixed ( QN) during the one day (24H}N
labeling period in total plant or in a given plastmpartment was calculated as follows
(Voisin et al. 2003c):

4 84 EP :84 ;

123 "%, o T e (g N x plant' x day™) (3)

With for each plant compartment exposed¥9,: DW its biomass, %N its nitrogen
concentration, ENmpreits °N isotopic abundance. Erenceis the™N isotopic abundance of
pre-treatment reference plants never exposed telddB®N, and ENouce the isotopic
abundance of air labeled witPN..
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The specific activity of nodules for Nixation () was defined by the ratio between
the amount of N coming from MNixation assimilated into the entire plant duriting day of
labeling ( QN) and nodule biomass (DWy) :

= 17 (g N x g nodulex day™) (4)

Carbon_assimilation into_biomass: The amount™3fO, assimilated into biomass
during the labeling period QC) was calculated using a formula similar to folan{8). The
specific activity of leaves for photosynthesisda$ined by the ratio between the amount of C
coming from CQ assimilated into the entire plant during the dajabeling ( QC) and leaf
area (LA) (in mg C x cfileaves x day) was calculated using a formula similar to formula
(4). For each compartment (shoot, root and nodsiel, strength for carbon was calculated as
the amount of carbon assimilated into the biomdssaoh compartment during the labeling
period divided by its biomass (in g C x dfay g DW?).

Ratios between 2 given variables Y and X were ugedcalculation of specific
activities of fixation or photosynthesis, for canballocation ratios, for biomass ratios and for
sink strengths. So as to allow statistical compassof the means calculated among
genotypes, those ratios were calculated for eactotgpe as the slope (a) of the linear
regression between the X and Y variables follovihrggequation Y= aX.

Means were calculated on eight plants. For eachsuoned or calculated variable,
variance analysis (ANOVA) was performed using tleeware “R” to evaluate the respective
effects or interaction between treatments or ggresty Means were compared using a Tukey
test. Means followed by different letters were gigantly different at the 0.05 probability
level.

For more legibility, in each graph or table, meamparisons among genotypes were
presented separately (i.e. using distinct seridettdérs) for control plants and treated plants
(for which roots were pruned) at the 0.05 probaplivel. And for each genotype, the effect
of the root pruning treatment was statisticallyedetined using a two-tailed paired Student t
test.



Fig. 4.2N fixation of pea as affected by root pruning for 4genotypes: wild Type Frisson
and 3 of its hypernodulating mutants (P64, P118 an&121).(a) daily rate of M fixation

( QN) and (b) nodule specific activity for,Nixation (), for control plants (“control”, black
bar) and plants for which half of the roots weremoged (“root pruning”, white bar), as
measured eight days after root pruningfiXation was measured usifitN labeling. Vertical
bars indicate standard deviation. Within each teat, different letters denote significant
differences between genotypes (Tukey testQIP5). * represented a significant difference (*:
P 0.05, **: P 0.01, **: P 0.001).
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For each genotype, the magnitude of response toprooing was presented using a
calculation of the differential mean variation (%armation) compared to control plants as
follows, as measured 8 days after root pruning:

D$ 7 E Eo :QEH ! QH ! (5)

With mean geate¢ the mean value for plants corresponding to thet qaruning
treatment, and meabhiroi the mean for the control plants.

So as to quantify root or nodule growth variationresponse to root pruning, we
compared the variation of root or nodule biomadsveen plants with pruned root and intact
control plants (% variation, see above), with thepprtion of nodulated root biomass
removal. As it was not possible to make statista@hparisons on these mean values, they
were considered as significantly different whendiféerence between root pruned plants and
control plants was lower than the proportion of ulated root biomass removal minus its
associated standard deviation.

Results
Root pruning treatment at the end of the vegetativgeriod.

Root pruning was performed at the end of the veigetperiod by cutting off half of
the lateral roots. This resulted in the loss of68:14) of the nodulated root biomass for wild
type Frisson, and of 56 % (£12), 51 % (£7) and 6(@E%2) for the hypernodulating mutants
P64, P118 and P121, respectively.

Effect of root pruning on N, fixation

For control plants with intact roots, the daily fikation rate, as measured 5 days after
the root pruning treatment QN), was similar for wild type, P64 and P118 bughar for
P121 (Fig. 4.2a). Following root pruning, the fikation rate decreased for all genotypes, but
the extent of this decrease varied among genotyéd.type and mutant P64 displayed the
strongest decrease following root pruning (-79 % af0 % compared to intact plants), while
the decrease was lower for P118 and P121 mutat@4-and -62 % respectively compared
to intact plants) (Fig. 4.2a). Thus, 5 days aftet pruning, the wild type displayed the lowest
daily N, fixation rate, P121 the highest, with P64 and Pidi&g intermediate (Fig. 4.2a).

Considering intact control plants, nodule speaiitivity for nitrogen fixation (; in g
N fixed x day' x g nodulé") was lower for hypernodulating mutants than fce thild type
Frisson (Fig. 4.2b). Following root pruning, nodu$pecific activity decreased for all
genotypes compared to control plants, most markkxalyhe wild type (-62 %) and the least
for P118 (-17 %), the decrease being intermediate /64 and P121 (around -40 %)
(Fig. 4.2b). Thus, following root pruning, noduleesific activity of P118 was the highest, the
3 other genotypes displaying similar values (Figb#



Fig. 4.3Plant growth, as affected by root pruning for 4 peagenotypes: wild Type Frisson
and 3 of its hypernodulating mutants (P64, P118 an®121).(a) Root biomass and (b)
shoot biomass, for control plants (“control”, blaa#r) and plants for which half of the roots
were removed (“root pruning”, white bar), as meadwgight days after root pruning. Vertical
bars indicate standard deviation. Within each teat, different letters denote significant
differences between genotypes (Tukey testQIP5). * represented a significant difference (*:
P 0.05, **: P 0.01, **: P 0.001).
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Effect of root pruning on shoot, nodule, and root gowth, eight days after
root pruning.

Shoot biomass of control plants of the four genesywas similar, as measured eight
days after root pruning (Fig. 4.3b). This is in @cance with the fact that we selected
hypernodulating lines for which the mutation hachiédd effect on shoot growth. But below
ground biomass of control plants contrasted ama@mptypes (Fig. 4.3a and Fig. 4.4a). Thus,
the wild type Frisson had the highest proportiomoflulated root biomass over total plant
biomass (22 %) and mutant P118 the lowest one (lEl'#%ble 4.2), while mutants P64 and
P121 displayed different and intermediate valué® Wild type had the highest root biomass
but the lowest nodule number and biomass. Thusulaothiomass proportion within
nodulated roots was the lowest for the wild typ& ¥2). Conversely, P121 displayed the
smallest root biomass and the highest nodule numbeérbiomass and therefore the highest
nodule/ nodulated root biomass ratio (68 %). P64 BA18 had intermediate and similar
values for root biomass and nodule number and Bemghus, at whole plant scale, P121
displayed the highest nodule proportion in totanplbiomass (14 %) while the wild type
displayed the lowest one (4 %) and P64 and P11&msihad intermediate values (around
7 %) (Table 4.2)Thus, for control plants, the higher number of neduand higher nodule
biomass of mutants confirmed their hypernodulasitajus as compared to wild type.

For all genotypes, root pruning decreased both pigportion of nodulated root
biomass over total plant biomass and the proportbmodule biomass over total plant
biomass, as compared to control plants (Table By2around -42 % and -44 % respectively.

However, these decreases were lower than thosevelsdéor the proportion of
nodulated root biomass that was removed (more 8t%6). This may result either from
depressed shoot growth or from higher nodule andiot growth after root pruning, as
compared to control plants. However, shoot groeftthypernodulating mutants was not
affected following root pruning. Conversely shoabwth of wild type was slightly increased
(+20 %) compared to that of control plants (Fi®b}. As such, for hypernodulating mutants,
main growth variations associated to root prunirgrevdue to modifications of both root
and/or nodule growth.

In order to measure the effect of root pruning oot and nodule re-growth capacity
during the 8 days spanning from root pruning tanplaarvest, we compared root or nodule
biomass variation between plants with pruned raats intact control plants to the proportion
of nodulated root biomass removal (see Material ethods). It appears thedot pruning
accelerated nodule growth of P121 and P118 hypetatidg mutants. Indeed, for the P118
mutant, the percentage of nodule biomass removal 3a% (£ 7 %). At harvest, nodule
biomass of treated plants was only 37 % lower than of control plants (Fig. 4a). Thus, this
shows that following root pruning, nodule growthsmaoderately accelerated compared to
control plants. Similarly, 8 days after root prugpimodule biomass of root pruned P121 plants
was only 39 % lower than control plants (Fig. 4.44)le the percentage of nodule biomass
removal was 67 % (+ 12%). Thus, for P121, followmogt pruning, nodule growth was also
significantly accelerated compared to control @artor the wild type and the mutant P64,
nodule biomass difference between treated andalgeitints were of the same level as the

#



Fig. 4.4 Nodule growth, as affected by root pruning for 4 peagenotypes: wild Type
Frisson and 3 of its hypernodulating mutants (P64P118 and P121)(a) Total nodule
biomass and (b) nodule mean weight, for controhtslg“control”, black bar) and plants for
which half of the roots were removed (“root pruriingshite bar), as measured eight days
after root pruning. Vertical bars indicate standdediation. Within each treatment, different
letters denote significant differences between ggres (Tukey test, P0.05). * represented a
significant difference (*: P0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001).
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percentage of nodule biomass removal 8 days eélfigr 4.4a). Hence, for the wild type and
P64, we concluded that root pruning did not modigule growth.

The variation of nodule mean weight between trealadts and control intact plants
can give additional indications on the impact abtrpruning on nodule growth (Fig. 4.4Db).
Indeed, as the increase of nodule number with tivae not modified in response to root
pruning (Table 4.2), variations in nodule growtindze inferred from variations of nodule
mean weight. For the hypernodulating mutants, redaéan weight of plants with pruned
roots was higher than that of intact control plantsile the difference was non significant for
wild type (Fig. 4.4b).

Both measurements of nodule growth following ronining (i.e. (1) nodule growth
variation compared to the % of root pruning andni@an nodule weight) were consistent for
3 genotypes. Our results thus consistently showeaktaeleration of nodule growth following
root pruning for the mutants P118 and P121. Fomtih type, they consistently showed no
modification of nodule growth following root prumgnas compared to control plants. For the
P64 genotype, nodule growth was shown to be undthfailowing root pruning, despite the
significant increase of nodule mean weight, as amagb to control plants. Thus for P64, we
concluded that variations of nodule growth follog/iroot pruning, if existing, were slight, or
not significant.

As for the nodules, root growth variation followingpt pruning was analyzed using as
a reference the percentage of root biomass renab\hé time of pruning (Fig. 4.3a). For the
wild type, this showed that root growth was not fied following root pruning compared to
control plants whereas for the three hypernodujatinutants, root growth was accelerated
following root pruning, most markedly for the P1aiitant (Results section 1; Fig. 4.3a).

Overall, results from root and nodule growth anglyare consistent with the data
showing that root pruning did not or only slighttifange nodule biomass proportion within
nodulated roots for all genotypes except for P@4maich it was decreased (Table 4.2).

Effect of root pruning on photosynthetic carbon assnilation and its
allocation to the biomass of roots and nodules.

The decrease of nitrogen uptake by symbiotidiiation caused by pruning of half of
the root system (Fig. 4.2) could have reduced eited growth or carbon uptake capacity of
the plants. Carbon assimilation into plant biomass similar for the control plants of the
four genotypes (Table 4.3). For all genotypespofeihg root pruning, there was no variation
of leaf area compared to control plants, but angtidecrease in Specific Leaf Nitrogen (SLN;
Table 4.3). Surprisingly, this SLN decrease wa®@ated with an increase of leaf specific
activity. This resulted in a significant increasecarbon assimilation rate into biomass for the
P121 genotype compared to control plants, whilénocease was observed for the wild type
or for mutants P64 and P118 (Table 4.3).



Table 4.2Below-ground phenotype of the nodulated roots feected by root pruning for 4 pea genotypes: wilgh& Frisson and 3 of its
hypernodulating mutants (P64, P118 and P121), Basurements made 8 days after root pruning

Biomass partitioning (g DWx g DW?)

Treatment Genotype Nodulated root / Nodule / Nodule / Nodule number
Total plant Nodulated root Total plant

Wild Type 0.22 A 0.21 D 0.04 D 312 C

Control P64 0.19 C 0.44 B 0.08 B 961 B
P118 0.16 D 0.36 C 0.06 C 507 C

P121 0.20 B 0.68 A 0.14 A 1877 A

Wild Type 0.12 (***) a 0.21(ns) d 0.02 (***) d 169 (***) b

Root pruning P64 0.11 (***) a 0.39 (**) b 0.04(*** b 355 (**) b
P118 0.10 (***) b 0.35 (ns) c 0.04 (***) c 258 (***) b

P121 0.11 (***) ab 0.65 (*) a 0.07 (**) a 619 (***) a

Within each treatment, different letters denotesigant differences between genotypes (Tukey ts1).05). For each treatment, the effect of
root pruning was test using a two-tailed paireditu t test. * represented a significant differe(fcé 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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To further analyze plant growth modifications olveer 8 days after root pruning, we
then analyzed the effect of root pruning on carbbocation patterns to the shoot, root and
nodules: carbon partitioning between the shoots mandulated roots and, subsequently,
between roots and nodules within the root systembl@l 4.4) were analyzed. We also
considered carbon sink strength of each plant commeat (Table 4.4).

Except for P118, shoot sink strength for C wasaased by 10 to 15 % compared to
control plants, following root pruning (Table 4.Hespite the removal of at least 50 % the
plant root system, carbon partitioning to nodulatedts of pruned plants for the wild type
and P64 was only reduced by 30 % and 21 % respégtiscompared to that of control plants.
More remarkably, this decrease was only 15 % f@1Pand zero for P118 (Table 4.4). These
results are consistent with the observed increAsead and nodule sink strength for C for
each genotype following root pruning. For contriaims, root and nodule sink strength was of
similar magnitude for the wild type and P64. Afteot pruning, root and nodule sink strength
of these 2 genotypes had increased compared twotiteol and remained constant. However
for P64, the increase in root sink strength wasitgrethan that of nodules. This resulted in a
decrease of 25 % of the carbon partitioning to tediomass within the root system of
mutant P64, while there was no variation for thiglwype.

For P118 and P121, the slight decrease in cartbocasibn to the root system biomass
and the slight decrease of the carbon allocatiorottule biomass within the root system were
associated with a large increase of the noduladetl sink strength (Table 4.4). In control
plants, root sink strength was approximately twio-Hfower in P118 and P121 than in the wild
type and P64. Following root pruning, the sink iyt of roots had increased by more than
120% for P118 and P121 (Table 4.4). However, rowt strengths of pruned P118 and P121
still remained lower than that of pruned wild tyged P64. Similarly, the sink strength of
nodules for C of P118 and P121 had increased by &93680% respectively following root
pruning. These increases were higher than thosenads$ for the wild type and P64
(Table 4.4).

Discussion

Abiotic or biotic below-ground stresses can leadotal and temporary limitation of
N> fixation. They can induce physical damage of nedwnd/or only decrease theiy fiking
capacity. The ability of Nfixing plants to react to a local and temporargrdase of their N
fixing capacity has been documentedMedicago truncatulgJeudy et al. 2010). However,
the impact of physical damage of nodulated rootshenN fixation ability of legume plants
has never been investigated. To our knowledge, stutly describing the effect of root
pruning of half of the root system of pea on itsfiXing capacity is the first of its kind.



Table 4.3 Shoot phenotype related to photosynthesis, astatfeby root pruning for 4 pea genotypes: wild Tygisson and 3 of its
hypernodulating mutants (P64, P118 and P121), Basurements made 8 days after root pruning

Specific leaf nitrogen

Carbon assimilation rate Leaf Area Leaf specific activity
Treatment Genotype 1 1 ) (SLN) 1 _2
( g C x plant™ x day~) (cm2) ( mg N x cni2) (mg C x day” x cm?)
Wwild Type 0.050 A 521 A 0.0077 B 0.096 B
Control P64 0.058 A 477 A 0.0097 AB 0.120 A
P118 0.045 A 441 A 0.0101 AB 0.099 B
P121 0.060 A 520 A 0.0151 A 0.113 A
Wild Type 0.060 (ns) ab 459 a 0.0013 (***) c 0.132(***) b
Root brunin P64 0.064 (ns) ab 415 a 0.0021 (*) bc 0.155 (***) a
pruning P118 0.048 (ns) b 421 a 0.0054 (*) a 0.115(*) ¢
P121 0.082 (*) a 527 a 0.0047 (***) ab 0.154 (**) a

Within each treatment, different letters denotensigant differences among genotypes (Tukey testD®5). For each treatment, the effect of
root pruning was test using a two-tailed paireddstu t test. * represented a significant differeffcé® 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001). For
Specific leaf nitrogen (SLN), N in leaves is measuusing™N labeling ( QNiea) during the labeling period
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Impact of root pruning on Nixation

Interestingly, our results show that for all gemqay, root pruning induced a strong
decrease in daily Nfixation rate. This was associated both with tleerdase of nodule
biomass induced by root pruning, and with a deereafsnodule specific activity for N
fixation ( Fig. 4.2b). In the short term, for all genotypiss did not induce any decrease of
shoot growth, and the short term growth responsedb pruning was characterized by a
substantial increase in root and nodule sink strefay new photosynthetic C assimilation in
their biomass (Table 4.4). But, importantly, bokte textent of the negative impact of root
pruning on nodule specific activity (Fig. 4.2b) ahe magnitude of the growth modifications
varied among genotypes (Fig. 4.4). Compared torabptants, wild type Frisson displayed
the highest decrease in, ffixation rate following root pruning (-79 %). Thigas associated
with the highest decrease of nodule specific agtiend with the lowest nodule growth
response to root pruning. Of the mutants, P118lalsp the highest tolerance to root
pruning, having the lowest decrease in fikation rate (only -46 %), associated with
modification of both nodule specific activity anddule growth in response to root pruning.
P64 and P121 showed an intermediate tolerancedbpmning (decrease of,Nixation
( @QN) of around -65%), mainly involving modificatiaf nodule growth.

In our study, the negative impact of root pruningredule specific activity for N
fixation was lower for hypernodulating mutants (%7to -41 % compared to control plants)
than for wild type (-62 %) (Fig. 4.2b). This may &attributed to the fact that nodule specific
activity of control plants of hypernodulating mutsiwas lower than that of wild type, as
previously reported (Schuller et al. 1988; Voisinaé 2007; Jeudy et al. 2010). This was
interpreted as a systemic N regulation, which camptes for the excess nodule biomass
induced by the nod++ mutation (Jeudy et al. 20Ohur study, root pruning resulted in the
reduction of nodule specific activity to similarlvas for wild type and hypernodulating
mutants; as a consequence, the negative impaobbpruning was less for the mutants. Still,
for the P118 genotype, despite initial values besmgilar to other hypernodulating mutants
for control plants, nodule specific activity wadyalightly modified by root pruning (-17%).
Compared to other genotypes, this could be intezdras a greater functional ability of its N
fixing apparatus to withstand root pruning. Nevel#iss, the physiological determinants of
this better resistance remain to be elucidated.

For all genotypes, the unexpected decrease of eapdcific activity following root
pruning may be explained by additional effects @btrreduction on the nutrient uptake.
Indeed, the loss of half of the roots could hawtuged water stress or nutrient deficiency
other than nitrogen, thus indirectly limiting the fiking ability of nodules. In support of this
hypothesis, it was shown in wheat that root pruninduced a decrease in whole-plant
transpiration, due to the reduced size of the gystem (Aldahadha et al. 2012). Those
authors also showed that root pruning had no effacteaf stomatal conductance, which is
also in accordance with our results showing photti®sis is maintained compared to intact
control plants 5 days after root pruning. Anothierdg from Yang et al. (2012) on Chinese
jujube tree has shown that root pruning inducedeerehse in nitrogen, phosphorus and
potassium concentrations in leaves. Thus, the dseref those nutrients in pruned plants,



Table 4.4 Allocation of new photosynthetic C among the bismaf shoot, roots and nodules, as affected bypmwting for 4 pea genotypes:
wild Type Frisson and 3 of its hypernodulating nmisa(P64, P118 and P121). Measurements were mdagsbafter root pruning

Partitioning of new ph(itosynthetlc C Sink strength for C (g C x day* x g DW?)
(9CxgC)
Treatment  Génotype
Nodulated root / Nodule /
Total plant Nodulated root Shoot Root Nodule

Wild Type 0.27 A 0.29 D 0.020 B 0.023 A 0.037 B
Control P64 0.24 A 0.64 B 0.021 AB  0.018 B 0.043 A
P118 0.13 C 0.54 C 0.018 C 0.009 C 0.020 D
P121 0.20 B 0.87 A 0.022 A 0.010 C 0.028 C
wild Type 0.18 (***) ab 0.29(ns) c 0.022(**) b 0.032(***) b 0.050 (***) b
Root DURIN P64 0.19(*) a 048 (***) b 0.024 (*) ab 0.037 (***) a 0.055 (***) a
pruning  py1g 0.14 (ns) c 049 (*) b 0.018 (ns) ¢ 0.020 (***) ¢ 0.034 (***) ¢
P121 0.17(*) b 080(**) a 0.025 (**) a 0.025(***) d 0.050 (***) b

Within each treatment, different letters denotensigant differences among genotypes (Tukey testD®5). For each treatment, the effect of
root pruning was test using a two-tailed pairedi8tu t test. * represented a significant differe¢fcé 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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especially phosphorus, could have had a deleteeéfest on N fixation in our experiment
(Schulze et al. 2006; Miao et al. 2007; Qiao e8D7; Chaudhary et al. 2008; Bargaz et al.
2011).

Growth modifications induced by root pruning.

For the wild type, the plant response to root prgnihat we observed here only
involved a slight increase of nodule sink strenfgthcarbon (+ around 30 %; Table 4.4); but
this did not induce any acceleration of nodule dlowm the short term (Fig. 4.4). These
results are in accordance with the response ofidation to local deprivation of N as
previously described foMedicago truncatula(Jeudy et al. 2010). In that study, local N
deprivation also induced the stimulation of nodsil&k strength in the short term, and couple
with the stimulation of nodule growth and the depehent of new nodules in the long term.
This response was interpreted as a systemic resporié deficiency, and it is likely that root
pruning can also stimulate pea nodule developmeribhé long term. In response to root
pruning, the increase of nodule sink strength faf®64 was similar to that of the wild type
and, similarly, it did not accelerate nodule groveth measured 8 days after root pruning.
Nodule growth responses of P118 and P121 were ifgreh (+ around 60 % and 80 %,
respectively as compared to control plants); arey thvere associated with a significant
acceleration of nodule growth, as observed 8 dtgs @ot pruning.

For all genotypes, the increase in nodule sinkngtre for C was accompanied by
increased root sink strength, with differences agngenotypes (Table 4.4). The magnitude of
the increase in root sink strength was approximdteice that of nodules on hypernodulating
mutants, but similar to wild type nodules. For P&#s resulted in an acceleration of root
growth, eight days after root pruning (Fig. 4.3Ay this was not associated with any
acceleration of nodule growth, it resulted in ardased proportion of nodule biomass within
nodulated root biomass, as compared to controltplaight days after root pruning (Table
4.2). For the 3 other genotypes, root pruning aca&td total root growth to a similar extent
to that of total nodule growth, as measured eigtysdafter root pruning (null for wild type,
moderate for P118, high for P121). For those tigesgotypes, this maintained the proportion
of nodule in nodulated root biomass, compared tgrobplants eight days after root pruning.

This is the first report of a root phenotype foe 8iY M28mutation (P64) in contrast to
SYM29(P118) andNOD3 (P121). P64 was the only genotype for which a mawth
response was not proportional to nodule growthaese to root pruning. This information
suggests a different AON role @YM28to that of SYM29and NOD3 on root/nodule
equilibrium. Beside their interactions in the natidn signaling (Oka-Kira and Kawaguchi
2006), the effects of these genes are complicatedthleir particular roles in plant
development. In this contexX®Y M28mutants display a fasciation of shoot apex in (Szaan
and Duc 1996; Krusell et al. 2011) while Mtr mutamtf orthologs ofSYM29and NOD3
display a shorter root length even in the absemd@h@obia (Schnabel et al. 2011). Even if
the underlying mechanisms involved are yet to lavweled, the fact that the root phenotype
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associated to th8YM28mutation may be less correlated to the nodule qiype than for
other mutants supports the need for further phggio&l studies of these mutants.

P118 and P121 hypernodulating mutants displayedgtieatest response to root
pruning, with different strategies. Control plaafsP118 and P121 displayed lower initial
values of root and nodule sink strength for C tR&4 and the wild type (Table 4.4). Root
pruning resulted in the increase in sink strendithadh roots and nodules to similar values for
all genotypes. The reason why all genotypes atfasimailar values is unknown; but this may
indicate a maximal sink strength capacity for carbimat would represent a maximal growth
rate capacity. This may confer to P118 and Pl2leater potential for nodule growth
response to any stress. This hypothesis is sugpbstehe fact that despite the removal of
more than 50 % of the root system, the proportibrplmtosynthetic C allocated to the
remaining nodulated roots was equal or close tb @ahaontrol plants for P121 and P118,
respectively, whereas it was 20 and 30 % lower ttw@mntrol plants for P64 and wild type,
respectively. However, nodule sink strength fori@ bt totally attain this “maximal” sink
strength capacity. This may be due to competitmrcarbon between NNixation and nodule
growth for this genotype, as previously suggestéanisin et al. 2003b; 2007). In the short
term, the P118 strategy, combining a potentialfiXation response and moderate nodule
growth response, proved here to be the most aitiéee withstanding root pruning.

Impact of root pruning on photosynthetic C assitiola into biomass and shoot
growth.

As the photosynthetic enzyme rubisco is the mosindant protein in the shoot
(Chapin et al. 1987; Evans and Seemann 1989),Neabncentration (as expressed on a
surface basis by Specific Leaf nitrogen, SLN) istrang determinant of photosynthesis. As
expected, the decrease in thgfiXation ( QN) rate resulted in a decreased SLN measured
eight days after root pruning (Table 4.3). Surpgsy, for all 4 genotypes, this was associated
with a higher leaf specific activity of photosynsiewhich, as calculated here, represents leaf
efficiency for net C accumulation into biomass. STafficiency may vary depending upon the
amount of photosynthetic C that is respired. Asut®despiratory costs are known to be
higher than those of roots and shoots (Layzelll.e1281; Voisin et al. 2003a, 2003¢his
efficiency could vary according with the proportiohnodules in total plant biomass. In our
experiment, for each genotype, the increase oleiffespecific activity was associated with a
decrease in the proportion of nodule biomass i@l tnbmass of about 40 to 50% due to root
pruning. Thus, the potential decreased efficientgross photosynthesis due to decreased
SLN may have been counterbalanced by the increhseetoC assimilation into biomass
induced by the loss of nodules. In addition, in shert term, root pruning had no impact on
leaf area for all genotypes. Consequently, eighis @dter root pruning, decreased fikation
had only a slight impact on global growth (Fig. B),3considering its slight effect on total
carbon assimilation into biomass (Table 4.3).
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Conclusion

Our analysis conducted at the whole-plant levelwsdd that the ability of the N
fixing apparatus to withstand stresses induced dmt pruning was globally higher for
hypernodulating mutants than for wild type. Amongpérnodulating genotypes, P118 and
P121 mutants reacted more efficiently to root pngrthan both the P64 mutant and wild type
Frisson. Thus, even if root pruning increased nedihk strength for C for all of the
genotypes, it did not induce any increase of nodubevth in the short term for the wild type
and P64 mutant. In contrast, for P118 and P121 msutaespectively, high and moderate
accelerations of both nodule and root growth cdiddneasured eight days after root pruning.
Interestingly, in response to root pruning, mutB6Yd displayed an increase of root growth
without affecting nodule growth. For P118 only, r@nd nodule growth response to root
pruning was accompanied by a more tolerantidtion to root pruning. In the short term, the
P118 genotype was therefore the one for which théxidtion apparatus withstood best root
pruning. Altogether, our study thus provides newights for searching mechanisms and
genes involved in legume’s ability to tolerate thisd of below-ground stress. Nevertheless,
the ability of hypernodulating mutants to withstamdot pruning should be further
investigated over the whole growth cycle and infitlgl.
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Tableau 5.1 Caractérisation de I'état initial phgpmue avant I'application des traitements damss3eexpériences des 4 génotypes de pois :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodi#éat118 et P121.

Teneur . : . Surface foliaire /
L Geénotype Biomasse totale Surface foliaire )
atmosphérique (g.plante?) (cmz.plante?) Biomasse Totale
en CO; 9-p P (cm2.g* plante)
Sauvage 1.76 (**) a 419 (*) ab 241 (ns) a
P64 1.63 (**) a 360 (**) b 230 (ns) a
150ppm P118 234(ns) b 471(*) a 220 (ns) a
P121 166 (ns) a 373 (%) b 231 (ns) a
Sauvage 2.13 a 489 a 232 a
380pDM P64 2.12 a 467 a 222 ab
PP P118 1.92 a 372 b 195
P121 1.83 a 452 ab 248 a
Sauvage 195(ns) a 533 (ns) a 278 (**) a
Z500Dm P64 1.86(ns) a 459 (ns) a 254 (*) ab
PP P118 1.94(ns) a  436(ns) a 226 (**) b
P121 207(ns) a 541 (ns) a 264 (ns) a

Chaque valeur représente la moyenne calculée sulakies. Au sein de chaque traitement, une |eliiférente reflete une différence

le

significative entre génotype (Test de Tukey,(R05). La différence entre expérience a été testadilisant une comparaison 2 a 2 par un test de
Student. Une * représente une différence signifiegt: P 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)



5 Caracterisation de I'état initial des différents géotypes
avant l'application des traitements et caractérisabn
des traitements ablation et CQ dans les 3 expériences

L’'impact de I'ablation d’une partie des racines ulégs sur la fixation symbiotique
d’azote et la croissance des plantes a été étadigilesant 3 teneurs en G@tmosphérique
différents, dans des expériences successives mangg8 ppm, 380 ppm et 750 ppm. Les
traitements « faible » ou « fort » G@tmosphériques ont eu lieu a partir de I'ablatiame
partie du systeme racinaire des plantes, (réakkséén de phase végétative) et maintenus
jusqu'a la fin de I'expérimentation. Ces expériencgeront dénommées par la suite
« expérience 150 ppm », « expérience 380 ppm >erpérience 750 ppm ».

Afin de comparer I'impact d’'une modification deteneur en C@de I'atmosphere sur
les 4 génotypes avec les résultats obtenus dankfi@entes expériences, il a été nécessaire
au prealable de vérifier ’lhomogénéité des pla@dtd'®tat initial, avant traitement ainsi que
’lhomogénéité et du traitement « ablation » erggeed expérimentations.

5.1 Caractérisation de I'état initial des génotypes avdiapplication des

traitements dans les 3 expériences
Nous avons comparé, en fin de phase végétativet dapplication des traitements
CQO; et ablation des racines, I'état initial des plardes 4 génotypes dans les expériences 150
ppm et 750 ppm a celui des plantes de I'expérie3g®@ ppm. Cette comparaison a été
effectuée sur la base de différents traits phémngigs.

Croissance totale des plantes : La biomasse toiede4 génotypes mesurée dans
'expérience 750 ppm était similaire & la biomases plantes de I'expérience 380 ppm
(Tableau 5.1). Dans I'expérience 150 ppm, les matBA18 et P121 ont montré une biomasse
totale des plantes similaires a celle de I'exp&@eB80 ppm. En revanche, pour le sauvage et
le mutant P64, la biomasse totale était infériadmas I'expérience 150 ppm, comparée a
'expérience 380ppm, de -17 % et -23 % respectiveéme

Dans I'expérience a 750 ppm, comme dans I'expéeien880 ppm, la biomasse totale
des 4 génotypes était similaire en fin de phasettefige. Dans I'expérience 150 ppm la
biomasse totale du mutant P118 était significatereimsupérieure a celle des 3 autres
génotypes (+25% par rapport au sauvage).

Surface foliaire : La surface foliaire (exprimée em2.plantd) du sauvage et des
mutants P64 et P121 était significativement plutblda dans I'expérience 150 ppm
(respectivement de -14%, -23% et -17%) comparééxpdrience 380 ppm alors que
inverse était observé pour le mutant P118 (+2{¥ableau 5.1). La surface foliaire des 4
génotypes mesurée dans I'expérience 750 ppm @talaise a la surface foliaire des plantes




Tableau 5.2 Caractérisation de la répartition dbitemasse entre compartiment a I'état initial avidayplication des traitements dans les 3
expériences des 4 génotypes de pois : le Frisavaga et 3 de ses mutants hypernodulants P64, PR 1.

Teneur Génotype Répartition de la biomasse (g.9) Nombre de nodosités /
atmosphérique Racines nodulées / Nodosités / Nodosités / Biomasse Totale
en CO Plante entiére Racines nodulées Plante entiére (.g plante™)

Sauvage 0.18 (***) b 0.14 (***) Cc 0.03 (***) d 292 (ns) bc
150ppm P64 0.19 (* a 0.33 (ns) b 0.07 (**) b 425 (ns) bc
P118 0.17 (ns) b 0.31 (ns) b 0.06 (ns) Cc 221 (%) C
P121 0.18 (***) ab 0.53 (ns) a 0.10 (***) a 681 (ns) a
Sauvage 0.21 a 0.18 c 0.04 d 232 C
380ppm P64 0.18 b 0.33 b 0.06 b 402 b
P118 0.16 Cc 0.32 b 0.05 c 343 bc
P121 0.15 d 0.53 a 0.08 a 779 a
Sauvage 0.19 (**) a 0.15 (**) c 0.03 (***) d 188 (ns) C
750ppm P64 0.20 (*) a 0.32 (ns) b 0.06 (*) b 290 (ns) ab
P118 0.18 (**) b 0.31 (ns) b 0.05 (ns) c 217 (**) bc
P121 0.16 (**) c 0.56 (**) a 0.09 (***) a 357 (***) a

Chaque valeur représente la moyenne calculée sulakes. Au sein de chaque traitement, une |eliiférente reflete une différence
significative entre génotype (Test de Tukey,(R05). La différence entre expérience a été testadilisant une comparaison 2 a 2 par un test de
Student. Une * représente une différence signifiegt: P 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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de I'expérience 380 ppm. La biomasse totale destgpas sauvages et P64 étant différente
entre les expériences 150 ppm et 380 ppm, noussaetativisé la surface foliaire de chaque
génotype par la biomasse totale des plantes (eg&pram cmz2.q plante) (Tableau 5.1). Ainsi,

a 150 ppm, la surface foliaire par gramme de pldete4 génotypes était similaire a la celle
de I'expérience 380 ppm. Dans l'expérience 750 plamsurface foliaire par gramme de
plante était significativement supérieure chez #ivage et les mutants P64 et P118
(respectivement de +20%, +14% et +16%) compar&xpdrience 380 ppm alors qu’aucune
différence n’était observée pour le mutant P121.

Dans I'expérience 150 ppm, la surface foliaire geamme de plante était similaire
entre génotypes. Dans les expériences 750 ppnDgh38, la surface foliaire par gramme de
plante du mutant P118 était significativement lasplaible des 4 génotypes (-19% et -16%
par rapport au sauvage respectivement).

Proportion des racines nodulées : Entre expérirtienta de Iégeres variations de
répartition de biomasse étaient observables eesrealcines nodulées et les parties aériennes
des différents génotypes. Chez le sauvage la piopode racines nodulées était comprise
entre 18 et 21% de la biomasse totale de la pléhébleau 5.2). Chez les mutants
hypernodulants, la proportion de racines nodulépsésentait de 18 a 20% de la biomasse
totale de la plante chez P64, de 16 a 18% chez &llBa 18 % chez le P121.

Au sein de chaque expérience, le génotype P12Emeadstoujours le % de racines
nodulées le plus faible, la valeur des autres ggest étant supérieure ou égale, selon les
expériences (Tableau 5.2).

Proportion de biomasse des nodosités : Quelle ik I'expérimentation, la
proportion de nodosités au sein des racines nosl@setres différente entres génotypes et
plus importante chez les 3 mutants, confirmant &atut d’hypernodulants (Tableau 5.2). Le
génotype sauvage montrait la plus faible proportiennodosités avec de 14 a 18 % de la
biomasse des racines nodulées, avec 188 a 292it@sdpar gramme de plante soit de 3 a
4 % de la biomasse totale. Le mutant P121 moné&gius forte proportion de nodosités des 4
génotypes avec de 53 a 56 % de la biomasse deesawvbdulées, avec 357 a 779 nodosités
par gramme de plante soit de 8 a 10 % de la bimntdale. Les mutants P64 et P118
présentaient un phénotype nodulaire intermédiagte similaire) avec une proportion de
nodosités dans la biomasse des racines nodulég$ de833% et un nombre de nodosités de
217 & 425 nodosités par gramme de plante soitadé% de la biomasse totale.

Par conséquent, bien que les expériences aiecbithiites de maniere a obtenir des
plantes les plus homogenes possible avant l'apgpitades traitements, ces résultats
concernant les biomasses des différences compatsnoal bien le nombre des nodosités
nécessitera une normalisation par la biomasse ldetep. Comme les mesures de biomasse
des nodosités relatives a la biomasse des racotkdaes étaient comparables au sein des 3
expériences, elles pourront étre utilisées pourcdagparaisons de ce trait phénotypique entre
expeériences.



Tableau 5.3 Caractérisation du traitement ablatians les 3 expériences chez 4 génotypes de pmiBridson sauvage et 3 de ses mutants

hypernodulants P64, P118 et P121.

Teneur en CO WT P64 P118 P121

moyenne intra-

atmosphérique expérience
150ppm 62% (+10) 45% (+10) 50% (+7) 57% (+10) 54% (+11)
380ppm 53% (+14) 56% (+12) 51% (+7) 67% (+12) 57% (+12)
750ppm 57% (+9) 46% (+10) 46% (+5) 54% (+8) 51% (+10)
moyenne inira - 57% (+11) 48% (+11) 49% (+7) 59% (+11) 530 (+11)

génotype

Chague valeur représente la proportion de raciadal@es retirée lors de I'ablation estimée surlaftps.
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5.2 Caractérisation du traitement ablation dans les périences

Chez le sauvage, la perte moyenne de biomassadaeg nodulées suite a I'ablation,
et mesurée en fin de phase végétative, variait3det 2 % dans les 3 expériences (Tableau
5.3). Chez les mutants hypernodulants, la pertebidenasse des racines nodulées était
comprise entre 46 et 56 % chez le P64, 46 et 5¥% lehP118 et 54 et 67 % chez le P121.

Considérant la variabilité entre les plantes awn si@s 4 génotypes et/ou des 3
expérimentations, nous n’avons pas observé dergiftés significatives du pourcentage
d’ablation entre les expérimentations pour un m&®aeotype, ou entre génotypes au sein
d’'une méme expérimentation. Ainsi, en moyenne, l&nmsemble des génotypes et des
expériences, I'ablation des racines nodulées a emgluit & une perte moyenne de 53 % de
la biomasse des racines nodulées.

5.3 Caractérisation du traitement C&dans les 3 expériences
Trois teneurs atmosphériques en ,COnt été utilisées dans des expériences
successives afin de faire varier la photosynthelaire.

Des études préliminaires ont permis de mesurervadestions de la photosynthése
nette en fonction de la teneur atmosphérique en. GOur ce faire, comme lors des
expériences réalisées par la suite, 80 plantesode (isum sativum réparties parmi les
différents génotypes (Frisson sauvage et ses nsultgmiernodulants P64, P118 et P121) ont
été placées a 20°C dans la chambre de marquagétiprement close. La teneur en &
'enceinte a été fixée a 900ppm. En absence delatigu de la teneur en GOde
'atmosphére, la teneur en @@ naturellement diminué du fait de I'assimilatizette du CQ
par les plantes lors de la photosynthése. Des e&sigr la teneur en G@ans la chambre de
marquage ont été effectuées toutes les minutesapedt30 jusqu’a atteindre une valeur de
140ppm. La photosynthése nette a été calculée cdmmaeur de la pente de la courbe entre
la teneur en C@de I'atmosphere et le temps, en différents poipds,intervalle de 50 ppm
donnant la vitesse de consommation nette def@®unité de temps (en -ppm. Mn

Ainsi, la photosynthése nette (exprimée en mmol€a@g consommeée par minute) a
augmenté avec la teneur en £@xprimée en ppm) jusqu’a atteindre un plateau pme
teneur de I'atmosphere de 650 ppm de, @Eigure 5.1). Notre choix s’est donc porté sur
I'utilisation de 3 différentes teneurs atmosphéegen CQ@ une teneur de 380 ppm qui est la
teneur atmosphérique en €@mbiante, 150 ppm qui d’aprés nos études prélineimaboulti
a une réduction de la photosynthése de 50 % et &5 ppm, permettant d’augmenter la
photosynthese d’environ 30 %.

Lors des 3 expérimentations réalisées en chambmeadguage, nous avons Vérifié des
valeurs similaires de photosynthese nette étaibeteinoes avec les 3 teneurs atmosphériques
en CQ que nous avions choisies (Figure 5.2). Pour chagpérimentation, lors de la journée
d’acclimatation dans la chambre de marquad® fhotopériode de 10h suivant I'ablation
d’'une partie des racines nodulées), des mesurdgateissance de la teneur en Gec le
temps ont été effectuées sur 'ensemble des planésentes dans la chambre de marquage,
comprenant les 4 génotypes de pois Frisson : letgga sauvage et les 3 mutants
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Figure 5.1Photosynthése nette mesureée le 15 février 20dez les 4 génotypes de pois : le
sauvage Frisson et 3 de ses mutants hypernodulamié4, P118 et P121.a photosynthése
nette (en mmole COconsommée.nil) a été mesurée dans I'enceinte de la chambre de
marquage hermétiquement close a 20°C sur 80 plaépesties entre 4 génotypes différents
(Frisson sauvage et 3 de ses mutants : P64, PPI2&).
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Figure 5.2Photosynthese nette relative chez les 4 génotypes bis : le sauvage Frisson

et 3 de ses mutants hypernodulants P64, P118 et R1Pa photosynthése netheété mesurée

en mg C.mit dans I'enceinte de la chambre de marquage hemegtignt close & 20°C sur 80
plantes réparties entre 4 génotypes differents¢bn sauvage et 3 de ses mutants : P64, P118
et P121) dans I'expérience 150 ppm (barre blandlepérience 380 ppm (barre grise) et
dans I'expérience 750 ppm (barre noire).
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hypernodulants. La photosynthése nette a été éala@dmme la pente de la relation linéaire
décroissante entre le G@t le temps pour des valeurs de £ 20 ppm autola d&eur cible.

Pour I'expérience qui devait étre réalisée a 750,dps plantes ont été exposées a une
teneur atmosphérique en €@ 800 ppm que I'on a laissée décroitre par plnthése des
plantes jusqu’a 700 ppm. La valeur de la photo®sgmette a 750 ppm a été ensuite calculée
pour les valeurs comprises entre 770 et 730 ppna ©msuite laissée chuter la teneur en CO
de I'atmosphére jusqu’a 350 ppm, pour calculerHatpsynthése nette a 380 ppm, comme
indiqgué précédemment. Enfin, dans I'expérience @ fipm, des mesures similaires de la
photosynthese nette ont été realisées pour lesirgatgbles de 380 ppm (teneur en £O
initiale) et 150 ppm (traitement G@ppliqué).

Pour chaque expérience, les résultats (Figure pr2sentent la valeur de la
photosynthese nette, en valeur relative de la valesurée au sein d’'une méme expeérience a
380 ppm, de facon a s’affranchir des variationsméssance des plantes (et donc de surface
foliaire) entre les expériences.

Nos mesures montrent que la photosynthese netté augmentée de +37 % a 750
ppm par rapport a la valeur témoin de 380 ppmediite de -49% a 150 ppm par rapport a la
valeur témoin de 380 ppm.
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6 Réponse adaptative des 4 génotypes de pois
protéagineux a une modification de la teneur
atmosphérique en CQ.

Dans le cadre de nos travaux, les plantes de puiséi® exposées a 3 teneurs
atmosphériques en GQlifférentes, a la fin de la phase végétative, lbes3 expériences
successives. En réponse a la modification a lauteae CQ, les modifications observées
concernant la croissance et la fixation symbiotiqad’azote atmosphérique ont été analysées
pour un génotype sauvage de pois (Frisson) etdmises mutants hypernodulants. La teneur
atmosphérigue en G@e 380 ppm a été utilisée comme témoin.

- La teneur en COde 150 ppm a conduit a une diminution moyenne ale |
photosynthése nette (des parties aériennes) de g@utd’ensemble des génotypes mesurés
(Partie 5. Figure 5.2). Cette diminution pourraitiuire pour chaque génotype une activité
photosynthétique des feuilles plus faible qu’a pgbn, conduisant a réduire la quantité de
biomasse accumulée. Afin de compenser cette dinmude ['activité spécifique
photosynthétique, la plante peut choisir commeégia d’accroitre sa surface foliaire, ce qui
induirait une augmentation de l'allocation de Csvées parties aériennes. La réduction
concomitante de la quantité de C alloué aux pag@sgerraines pourrait induire une plus
faible activité spécifique de fixation symbiotiquBazote et/ou un ralentissement de la
croissance des racines et des nodosités.

- La teneur en COde 750 ppm a induit une augmentation moyenne de la
photosynthese nette des parties aériennes de Papfie(5. Figure 5.2) pour I'ensemble des
génotypes mesurés. Il y aura alors un rééquilibfagetionnel entre I'acquisition d’'N et de
C. Afin d’adapter le prélevement d’azote a cettgnaentation de I'assimilation carbonée, la
plante peut allouer une quantité plus important€dssimilé photosynthétiguement vers son
systeme racinaire dans son ensemble, ou bien delomode de nutrition azotée (ie
assimilation de I'azote minéral du sol ou bien figa symbiotique de I'azote atmosphérique)
spécifiguement vers les racines ou les nodosit@s: ges plantes reposant exclusivement sur
la fixation symbiotique de I'azote atmosphériquee wugmentation de I'allocation de C vers
les parties souterraines pourrait conduire a autgnég fonction de fixation symbiotique de
N, (via effet sur I'activité spécifique de fixatiorymbiotique) ou bien la croissance des
structures souterraines (via allongement des racitéou formation de nodosités). Ce
traitement expérimental permettrait de tester lgthpse selon laquelle l'activité spécifique
de fixation symbiotique serait limitée par la digfjmlité en assimilats carbonés.

L’hypernodulation ayant provoqué une rupture deégulation de la formation du
nombre des nodosités, I'impact d’'une modificatian ld teneur en CQest susceptible de
varier entre le génotype sauvage et les mutantsrhggulants.



Tableau 6.1 Impact d’'une modification de la tenearCQ sur le phénotype aérien et la photosynthéseir®lides 4 génotypes de pois : le
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodi#éatdL118 et P121. Mesures effectuées 8 jours Epdébut du traitement GO

Assimilation du carbone - Activité spécifique de
Génotype dans la biomasse Surfac? foliaire photosynthese
1.1 (cm2.g” plante) S .
(g C.g plante-.jour ™) (mg C.jour~.cm?)

Teneur en COQ
atmosphérique

Sauvage 0.016 (**) A 240 (ns) a 0.068 (***) A

150 ppm P64 0.015 (***) A 231 (**) ab 0.067 (***) A
P118 0.012 (*) B 203 (**) b 0.058 (***) B

P121 0.012 (***) B 221 (ns) ab 0.052 (***) C

Sauvage 0.021 AB 219 a 0.096 B

380 ppm P64 0.022 A 186 ab 0.120 A
P118 0.017 B 166 b 0.099 B

P121 0.022 A 198 ab 0.113 A

Sauvage 0.022 (ns) B 224 (ns) a 0.114 (*) B

750 ppm P64 0.030 (***) A 172 (ns) b 0.180 (***) A
P118 0.020 (ns) B 184 (ns) b 0.112 (ns) B

P121 0.022 (ns) B 194 (ns) ab 0.118 (ns) B

Chaque valeur représente la moyenne calculée spiarBes. Au sein de chaque traitement, une letifférehte reflete une différence
significative entre génotype (Test de Tukey,0R05). Pour chaque traitement, I'effet d’'une maidifion de la teneur atmosphérique ern, @@té
testé en utilisant une comparaison 2 a 2 par undesStudent. Une * représente une différence fiigitive (*: P 0.05, **: P 0.01, ***

P 0.001)
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6.1 Impact sur la nutrition carbonée

L'impact d’'une modification de la teneur atmosphéd en CQ@ sur l'activité
photosynthétique des feuilles et sur I'assimilatilenC dans la biomasse a été mesuré a l'aide
d’'un marquage isotopique atC réalisé 5 jours aprés le début du traitemens, @0analysé
sur des plantes prélevées 8 jours aprés le débittadament C@ Afin de comparer les
résultats des 3 expériences, I'assimilation de 1&s d@ biomasse a été rapportée a la biomasse
des plantes, exprimée en g €.glante.joutt (Tableau 6.1). Elle a été exprimée comme le
produit de I'activité spécifique des feuilles (em 18.jour*.cm2), par la surface foliaire des
plantes (en cm? feuilles'gplante) (Tableau 6.1). L'impact des modificatiatesla teneur en
CO, de I'atmosphere sur la répartition du carboneeeotmpartiments a été présenté dans le
tableau 6.2. Les variations observées dans legierpés 150 ppm et 750 ppm, par rapport a
I'expérience 380 ppm, ont été récapitulées dansbeau 6.3 (en prenant en comptes les
différences éventuelles dues a des différencestdiditial des plantes avant application des
traitements Cg).

6.1.1 Impact sur I'activité photosynthétique et sur I'assmilation de C dans

la biomasse

Apres exposition pendant 7 jours a une teneur en d@Q50 ppm (« expérience 150
ppm »), une plus faible activité spécifique de pBghthése a été observée chez tous les
génotypes, comparée a celle mesurée a la fin gpdieence 380 ppm, avec une diminution
moindre pour le génotype sauvage (-29 %) par ra@ouor mutants P64, P118 et P121 (-44 %,
-41 % et -54 %, respectivement) (Tableau 6.1).eCditthinution d’activité photosynthétique
observée dans l'expérience menee a 150 ppm s'estmpagnée d'une plus faible
assimilation de C dans la biomasse de chaque gamatgmparée aux valeurs de I'expérience
menée a 380 ppm : -24 % pour le génotype sauva@ 66, -29 % et -45 % pour P64, P118
et P121, respectivement (Tableau 6.1). Pour chaias génotypes hypernodulants, la
diminution de I'accumulation du carbone dans lantasse a été plus faible que celle de
l'activité photosynthétique, car elle s’est accogme d’'une augmentation de la surface
foliaire (en cn feuilles.g* plante), de I'ordre de + 23 % pour P64 et P118@te tendance
(non significative) de + 16 % pour P121 (Tableauk & 6.3). Chez le génotype sauvage, la
diminution de la teneur en G@’a pas induit de variation de la surface foliapar rapport a
celle mesurée dans I'expérience menée a 150 ppmapport a la teneur de référence de 380
ppm.

Lors de I'expérience menée a 750 ppm, on a obsergglus forte activité spécifique
de photosynthese chez le génotype sauvage et lanmB64 (respectivement + 19 % et
+ 50 %), comparée a I'expérience menée a 380 pmblédu 6.1) alors qu’elle n’était pas
significativement différente chez les mutants PXt8P121, comparée aux valeurs de
I'expérience 380 ppm (Tableau 6.1). Pour le gémmtiyp4 seulement, la plus forte activité
spécifiqgue de photosynthése a induit une plus fast@milation du C dans la biomasse de
+ 36 % a 750 ppm comparée a I'expérience 380 ppais pas chez le génotype sauvage.

Les valeurs de surface foliaire mesurées en firnpEgence menée a 750 ppm étaient
similaires a celles mesurées dans I'expérienceCappdn pour tous les génotypes. Pour les

génotypes sauvage et P64, considérant que legvaewsurface foliaire a I'état initial de
!
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'expérience 750 ppm, avant application des tragetsm CQ (Tableau 4.1), étaient de 12 a 20
% supérieures a celles mesurées dans I'expérieB@g@m pour les génotypes sauvage et
P64, on peut en conclure que la surface foliaireate2 génotypes a diminué en réponse a
'augmentation de la teneur en € ableau 6.1), i.e. que pour ces génotypes, |'argation

de la surface foliaire a été moins forte que addléa biomasse totale.

Pour le génotype P64, la diminution de la surfatmife a été moins importante que
laugmentation de I'activité spécifique photosyrifge ce quiin fine a résulté en une
augmentation de l'assimilation du C dans la biomagsdes plantes. Pour le génotype
sauvage, la diminution de la surface foliaire a dté méme ordre de grandeur que
'augmentation de I'activité spécifique de photasyse. Pour les génotypes P121 et P118, ni
I'activité photosynthétique des feuilles, ni la faige foliaire n'ont varié significativement
suite a 'augmentation de la teneur en,@® I'atmospheére (Tableaux 6.1 et 6.3). Ainsi, pour
ces trois génotypes, aucun changenéassimilation du C dans la biomassales plantes
n'est ainsi observé par rapport au traitement 386 gde CQ.

Dans I'expérience 150 ppm, la diminution de la teren CQ de I'atmospheére (Figure
5.2) a induit une diminution de I'accumulation del&hs la biomasse pour tous les génotypes,
avec une diminution plus faible pour le génotypavege (- 24 %) que chez les mutants
hypernodulants (-30 % pour P64 et P118 et - 45 &6 pd21) (Tableaux 6.1 et 6.3). Pour|les
génotypes hypernodulants, cette diminution a és®cde a une diminution plus forte |de
I'activité spécifique des feuilles (-40 a -54 % riellement compensée par une augmentation
de la surface foliaire. Chez le génotype sauvagdininution de I'accumulation du C dans la
biomasse suite a la diminution de la teneur en €@it du méme ordre de grandeur que la
diminution d’activité photosynthétique des feuilleans variation de la surface des feuilles.

Dans I'expérience 750 ppm, seule I'assimilationGleans la biomasse du génotype
P64 a été plus élevée (+ 36 %) que dans I'expérianenée a 380 ppm, associée a|une
augmentation de l'activité spécifique des feuilleb0 %), et a une diminution de la surface
foliaire (Tableau 6.1). Pour les autres génotypasgmentation de la teneur en €@a pas
induit de variation de la quantité de C accumulée |p photosynthése. Pour le génotype
sauvage I'augmentation de l'activité spécifiqudalphotosyntheése (+19 %) a été compensée
par une diminution de surface foliaire du méme @ grandeur, par rapport a I'expérignce
380 ppm. Pour les génotypes P121 et P118, niVigetphotosynthétique des feuilles, n| la
surface foliaire n’ont varié significativement ®ué 'augmentation de la teneur en Qf2
I'atmosphere.

Les résultats observés chez le génotype sauvalgs ebutants P118 et P121 sont
concordant avec ceux observés chez le Soja sa@tdggernodulant par Matsunami (2009)
gui n'observaient aucune augmentation significatheela photosynthése suite a l'utilisation
d’une forte teneur en CQ la fin du stade végétatif.

Etant donné que nous ne mesurons que la photosgntmette, l'absence
d’augmentation de I'accumulation de C dans la besaaésultant de I'élévation de la terjeur
en CQ de I'atmosphére a 750 ppm, telle qu'observée fEsugenotypes P118 et P121,




Tableau 6.2 Répartition du C nouvellement photdstigé dans la biomasse des parties aériennesadass et des nodosités, affectée par
I'exposition aux 3 différentes teneurs en Qfhez les 4 génotypes de pois : le Frisson sawb8ale ses mutants hypernodulants P64, P118 et

P121. Mesures effectuées 8 jours aprées le débmaidement CQ.

Teneur en CO

Répartition du carbone nouvellement

photosynthétisé (g C.g C)

Force de puits (g C.jouf".g biomassé&)

atmosphérique  CM"°YP® pacines nodulées/  Nodosités / Nodosités / Dartic adr | .
- ) . . artie aérienne Racine Nodosité
Plante entiere Racines nodulées Plante entiere
Sauvage 0.17 (***) B 033(*) D 0.06 (***) C 0.017(*) A 0.012 (***) A 0.025 (***) A
150 ppm P64 019(**) B 0.62(ns) C 011 (**) B 0.016 (***) A 0.009 (***) B 0.023 (***) AB
P118 0.15 (*) C 0.69(**) B 0.10(*) B 0.012 (***) B 0.006 (**) C 0.021(ns) B
P121 026 (**) A 0.80 (*) A 0.20(ns) A 0.011 (***) C 0.007 (**) C 0.023 (**) AB
Sauvage 0.27 A 0.29 D 0.08 B 0.020 B 0.023 A 0.037 B
380 ppm P64 0.24 A 0.64 B 0.16 A 0.021 A 0.018 B 0.043 A
P118 0.13 C 0.54 C 0.07 C 0.018 C 0.009 C 0.020 D
P121 0.20 B 0.87 A 0.17 A 0.022 A 0.010 C 0.028 C
Sauvage 0.24 (*) B 033(**) C 0.08(ns) D 0.023(**) A 0.025(ns) B 0.046 (***) B
750 ppm P64 0.23(ns) B 055(**) B 0.12 (*) B 0.029 (***) A 0.033 (***) A 0.050 (**) A
P118 0.19 (***) C 0.54(ns) B 0.10 (***) C 0.021 (*) C 0.017 (***) C 0.033(***) D
P121 0.31 () A 0.84 (*) A 0.25 (***) A 0.020(**) C 0.017 (***) C 0.044 (***) C

Chaque valeur représente la moyenne calculée spiarBes. Au sein de chaque traitement, une letifférehte reflete une différence
significative entre génotype (Test de Tukey,(P05). Pour chaque traitement, I'effet d’'une mauifion de la teneur atmosphérique en,@@té
testé en utilisant une comparaison 2 a 2 par undesStudent. Une * représente une différence fsigitive (*: P 0.05, **: P 0.01, ***

P 0.001)
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pourrait en fait aussi s’expliquer par une augmenadans les mémes proportions de la
photosynthese brute et de la respiration. L'augatent de la photosynthése nette moyenne
de + 37 % suite a I'élévation de la teneur en, @Q'50 ppm ne peut étre le fait de la seule
augmentation de l'activité spécifigue de photosgaéh des génotypes P64 (+ 50 %) et
génotype sauvage (+19 %). Pour les génotypes RIR82 au moins, ceci laisse supposer
une élévation de la photosynthése brute en réppose augmentation de la teneur en, G&)
'atmospheére, associée a une élévation du méme a@rgrandeur de la respiration par
parties racinaires (isolées des parties aérieranes rbtre dispositif).

es

6.1.2 Impact sur la répartition du C entre les organes esur leurs forces de
puits

6.1.2.1Répartition du C entre les parties aériennes et t@rtaines

Suite a une modification de la teneur atmosphérigneCQ, on a observé des
modifications dans la répartition du C entre lesim@s nodulées et les parties aériennes
(Tableau 6.2).

Dans I'expérience 150 ppm, la plus faible assimafatiu C dans la biomasse observée
chez les 4 génotypes (par comparaison a I'exp&i@B0 ppm), s’est accompagnée, chez le
génotype sauvage et le mutant P64 uniquement, diiménution de la proportion de C
allouée aux racines nodulées (respectivement -&f 921 %) comparée a I'expérience 380
ppm (Tableaux 6.2 et 6.3). En revanche, pour lesams P118 et P121, la proportion de C
allouée aux racines nodulées a augmenté avec lanudion de la teneur en GQOde
I'atmosphére (de +15 % et +30 %, respectivemerdbi@aux 6.2 et 6.3).

Ces résultats pour les génotypes sauvage et P&uémd une réponse adaptative a la
diminution de la teneur en GQria 'augmentation de l'allocation de C vers leartpes
aériennes. Les mutants P118 et P121 semblent pareccéagir a cette réduction de la
disponibilité en carbone en maintenant le flux sitaslats carbonés vers les parties racinaires
(Tableau 6.2).

Dans I'expérience 750 ppm, chez P118 et P121, lecpatage de répartition du C
vers les racines nodulées a été plus élevé adatem CQ de 750 ppm gqu’'a 380 ppm, avec
une augmentation de I'ordre de + 50 % (Tableale6&3).

o Chez le génotype sauvage, on a observé une faifdeedce du pourcentage
de répartition du C vers les racines nodulées dlarpérience 750 ppm, comparée a
'expérience 380 ppm (-11%). Cette différence éwmtméme ordre de grandeur que
celle observée entre les plantes des 2 expériendegr état initial (- 9.5 %) (Tableau
4.2), nous pouvons conclure que pour le génotypeagge, I'élévation de la teneur en
CO, a 750 ppm n’a pas induit a court terme de modibicade la répartition des
assimilats entre parties aériennes et partiesaizes(Tableau 6.3).

0 Chez le génotype P64, le pourcentage de répartiiooarbone entre organes
aériens et souterrains était similaire dans leggaipces menées a 750 ppm et a 380 ppm
(Tableau 6.2). Toutefois, les valeurs des plantdégtat initial (avant application des

traitements Cg) étant Iégerement supérieures pour les plantésxg@rience 750 ppm
!




Tableau 6.3 Synthése des réponses des differeamdsygésa. sur la nutrition Carbonée bt sur la nutrition Azotée a une exposition a unbléai

ou forte teneur atmosphérique enCO

. o Répartition du C nouvellement photosynthétisé Force de Puits
Activité speécifique . Assimilation du C 1 .
a. de photosynthese Surfa(_:le folaire dans la biomasse ©Cg9C) (@ C.jour.g" biomasse)
(mg C.jouil.cm'z) (cn'?.g plante) @ c.gl plante.jou'rl) Racines nodulées/  Nodosités / Nodosités / Partie Racine Nodosité
Plante entiere  Racines nodulées Plante entieréAérienne

Sauvage -29% ns -24% -37% +14% *ns -15% -48% -32%
$ P64 -44% +24% -32% -21% ns -31% -24% -50% -47%

P118 -41% +22% -29% +15% +28% +43% -33% -33% ns
P121 -54% (+16 %) ns -45% +30% -8% +18% -50% -30% -18%
Sauvage +19% * -16% ns * ns +14% *+12% +15% ns +24%
s P64 +50% *-11% +36% *-4% -14% -25% +38%: +83% +16%
' P118 ns ns ns +46% ns +43% +17% +89% +65%6
P121 ns ns ns +55% -3% +47% -9% " +70% +57%

b.

Indice de Nutrition Vitesse de Fixation d’N

Activité spécifique de
fixation d’N

Azotée 1 . o1 1 o
(gN.g plante.joqu) (g N.jour™. g~ nodosité)
Sauvage ns (-13 %) ns +15%
$ P64 +14% (-28 %) ns -24%
P118 +12% ns ns
P121 -20% -59% -45%
Sauvage -17% -40% -34%
s P64 -18% (-34 %) ns -40%
' P118 ns ns ns
P121 -21% -30% -24%

* signifie qu’il a été tenu compte de I'état inltlarsque cela induit une réponse différente deeadbtenue en comparant directement I'état final

a 150 ppm et 750 ppm a 380 ppm.
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(Tableau 4.2), on peut conclure a une légere diiwnude l'allocation du carbone pour la
croissance aux parties racinaires, suite a I'éiénate la teneur en GGy 750 ppm (Tableau
6.3).

6.1.2.2Répartition du C entre les nodosités et les autmeganes souterrains

Dans I'expérience 150 ppm, on a observé un plus¥ode répartition du C vers les
nodosités au sein des racines nodulées chez lgypénsauvage et le P118 (respectivement
+14 % et + 28 %) en comparaison a I'expérience@80 (Tableaux 6.2 et 6.3). En revanche,
pour P121, la diminution de la teneur en G(&té associée a une diminution de la proportion
de C allouée au systeme racinaire vers les nodoéit8%). Le P64 n'a pas présenté de
variations de la répartition du C entre les racigtdes nodosités, comparée a I'expérience 380
ppm. Ainsi, a 150 ppm, a, I'échelle de la plantdézg, la proportion de C total allouée aux
nodosités (C alloué a la biomasse des nodositésllb@é a la biomasse totale ; Tableaux 6.2
et 6.3) a peu varié chez le génotype sauvage, munrchez P64 alors gu’elle a augmenté
chez P118 et P121.

Dans I'expérience 750 ppm, au sein des partiegaaes, le génotype sauvage réparti
une proportion de C vers les nodosités supérieeire % comparée a I'expérience 380 ppm
(Tableau 6.2). A 750 ppm, en comparaison a I'exgpée 380 ppm, les mutants P64 et P121
ont montré une plus faible allocation du C versriedosités de respectivement -14% et -3%.
Aucune variation n’était observée chez le P118irkrf 750 ppm, a I'échelle de la plante
entiére, la proportion de C total allouée aux nddesa légerement augmenté chez le
génotype sauvage (+25 %), a diminué chez P64 (-R&léts qu’elle a fortement augmenté
chez P118 et P121 (autour de +45 %), par comparai$expérience 380 ppm (Tableau 6.3).

On observe par ailleurs que quelle que soit laueren CQ utilisée, le ratio
d’allocation du carbone aux nodosités relativemeerdelui alloué a la totalité des racines
nodulées était le plus élevé des 4 génotypes enB121 (entre 0.80 et 0.87) et le plus faible
chez le génotype sauvage (entre 0.29 et 0.33)nlgants P64 et P118 ayant présentés des
valeurs intermédiaires (entre 0.54 et 0.69) (Tab&a).

6.1.2.3Force de puits des différents compartiments

Pour chaque génotype et chacun de leur compartiiexposition a une teneur en
CO, de 150 ppm a induit une diminution de la forcepdés, comparée a I'expérience 380
ppm, mis a part pour les nodosités de P118, pagukdles la force de puits n'a pas varié
avec la diminution de la teneur en £@e I'atmosphére (Tableau 6.2). La diminution de la
force de puits des parties aériennes a été lafpites pour P121 (-50 %), intermédiaire pour
P118 et P64 (autour de -30 %) et la plus faiblerdeugénotype sauvage (-15 %). La
diminution de la force des puits des racines dagpdus forte chez le génotype sauvage et P64
(-50 %), et moyenne chez P118 et P121 (envirorfsB0La diminution de la force de puits
des nodosités a été la plus forte chez P64, moyeomele génotype sauvage (-32 %), faible
pour P121 (- 18%), et nulle pour P118 (Tableau.6.2)
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De maniére opposee, suite_a I'exposition a uneute@levée en COde 750 ppm, les
forces de puits des différents compartiments oltgéhéralement plus élevées, comparées a
I'expérience 380 ppm (Tableaux 6.2 et 6.3). L'augtagon la plus forte de la force de puits
des parties aériennes a été celle de P64 (+ 38&9Yp)us faible pour le génotype sauvage et
P118 (autour de +15%) ; a l'inverse, chez le muRd21, une diminution de la force de puits
des parties aériennes de 9 % a été observée. Panadines, la force de puits était plus
élevée chez les 3 hypernodulants de + 70 % a + 88 I'expérience a 750 ppm comparée
a I'expérience témoin alors gu’elle n'a pas valezx le génotype sauvage. Enfin, chez les
nodosités, la force de puits des nodosités étais glevée de +24 % chez le génotype
sauvage, de + 16 % chez P64 et autour de + 60 %lekanutants P118 et P121 (Tableau
6.2).

6.1.2.4Synthése

En comparant aux mesures réalisées dans I'expéridg80@ ppm, chez le génotype
sauvage, la diminution de la teneur en,@® I'atmosphere & 150 ppm a modifié la répartition
des assimilats carbonés, en défavorisant l'allonatiie carbone aux parties racinaires
(Tableau 6.2). La surface foliaire qui aurait pu eGanséquence bénéficier de I'allocation
préférentielle d’assimilats n’a cependant pas atgrentée. Cette réduction de l'allocation|du
carbone aux parties racinaires a pénalisé surtogtdissance des racines, car au sein| des
racines nodulées, l'allocation de carbone en faw®s nodosités a légerement augmente.
Toutefois, a I'échelle de la plante entiére, lenpentage d’allocation du C aux nodosités n'a
pas varié.

La modification de la répartition des assimilateboaés en réponse a la diminution|de
la teneur en CeA 150 ppm a différé entre les 3 génotypes hypetnats. Chez P64, comme
pour le génotype sauvage, la réponse a impliguéimimution du pourcentage d’allocation
des assimilats carbonés aux parties racinairescdtdre il n’y a pas eu de modification de
I'allocation du C entre racines et nodosités, tésiila I'échelle de la plante entiere, en une
diminution du pourcentage de C alloué aux nodogifébleaux 6.2 et 6.3). A l'inverse, p:Er

les génotypes P118 et P121, le pourcentage d’@ilbocdu carbone aux parties racinaires a
été augmenté, avec au sein des parties racinainepourcentage d’allocation du C aux
nodosités fortement augmenté pour P118, ou biegréégent diminué pour P121, ce quifin
fine a globalement résulté en une augmentation alurcentage de C total alloué aux
nodosités de + 43 % et +18 % respectivement paui2cgénotypes. Toutefois, au sein des
parties racinaires, le pourcentage d’allocatiorCdaux nodosités est resté tres élevé chez les
hypernodulants en comparaison avec le génotypeagauv

Par comparaison aux mesures réalisées dans I'erpéri380 ppm, suite a une
élévation de la teneur en G@e I'atmosphere a 750 ppm, la répartition du caebentre
parties aériennes et parties racinaires du génasyyeage n’a pas été modifiée (en prenant en
compte les différences d'état initial ; Tableau)§.3outefois, au sein des parties racinaires,
l'allocation de C vers les nodosités a augmenté+rd®4 %, aux dépens des racines,|en
cohérence avec un éventuel rééquilibrage foncticeméaveur de la fixation symbiotique.
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A I'échelle de la plante, la proportion de C taallbué aux nodosités a augmenté| de
+12 % (en prenant en compte les différences diéitél ; Tableau 6.3).

Pour le génotype P64 'élévation de la teneur ea L€ associée a un maintien de la
proportion de C allouée aux parties racinaires (Y4seulement), & une diminution gde
I'allocation du carbone aux nodosités (- 14 %)uldsmt a I'échelle de la plante entiere, |en
une diminution du % d’allocation du carbone auxawités de - 25 %. Ainsi, la proportion de
C total alloué aux nodosités P64 est de 0.12 (Balbe?).

Les génotypes P118 et P121 ont présenté des ré&psimsiaires a I'élévation de la
teneur en C@de I'atmospheére, avec, comme a 150 ppm, une augti@ndu pourcentage
d’allocation du C aux parties racinaires (par rappax parties aériennes), de I'ordre de + 50
%, en cohérence avec la théorie de I'équilibre tionoel, sans modification substantielle |[de
l'allocation du carbone entre racines et nodos#gssein des parties racinaires, avec en
conséquence a I'échelle de la plante entiere ugenantation du % d’allocation de C aux
nodosités, autour de + 45% en réponse a I'élévatiola teneur en CQle I'atmosphére. La
proportion de C total alloué aux nodosités de cegrtypes était alors de respectivement
0.10 et 0.25 (Tableau 6.2).

6.2 Impact sur la Nutrition Azotée, en relation avec oissance

Les différences d’assimilation du C dans la bioreassservées entre les 3 expériences
a trois teneurs en GQle I'atmosphére différentes, peuvent avoir indumé modification de
I'équilibre entre la demande en N et I'offre enNMus avons ainsi utilisé I'indice de nutrition
azoté pour diagnostiquer le statut azoté des dRigure 6.1).

Le prélevement d’'azote par la fixation symbioticueité mesuré par un marquage
isotopique au°N réalisé 5 jours aprés le début du traitemens, @Danalysé sur des plantes
récoltées aprés 8 jours de traitementCO

Pour chacun des génotypes, la biomasse des najasiggrimée en g nodosités’ g
plante (Figure 6.2), mesurée aprés 8 jours deetmait CQ, a peu varié dans les 3
expériences menées a des teneurs endifférentes. Par conséquent, pour chaque génotype,
nous avons considéré que les variations de vigsdexation symbiotique (Fig 6.3) avec la
teneur en C® de lI'atmosphére sont majoritairement imputables eariations d’activité
spécifigue de fixation symbiotique (Figure 6.4).ilAtle s’affranchir des variations d’'état
initial des plantes entre les 3 expériences, kessi de fixation symbiotique a été normalisée
par la biomasse des plantes, et exprimée en gé\diplante. jout-

Les variations observées dans les expériences ag0Dgd 750 ppm, par rapport a
I'expérience 380 ppm, ont été récapitulées datebleau 6.3.
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Figure 6.1indice de Nutrition Azotée (INN) des plantes sous @ifférentes teneurs en CQ
chez 4 génotypes de pois : Frisson sauvage et 33de mutants hypernodulants P64, P118
et P121.L'INN a été mesurée chez des plantes aux racittastes 8 jours aprées le début du
traitement dans I'expérience 150 ppm (barres blesichexpérience 380 ppm (barres grises)
et dans I'expérience 750ppm (barres noires). Leebaerticales indiquent I'écart type. Une
* représente une différence significative entrexp@érience 150 ppm ou 750ppm comparée a
'expérience témoin 380ppm (*: B.05, **: P 0.01, **: P 0.001).
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Figure 6.2Biomasse des nodosités des plantes sous 3 difféesnteneurs en CQchez 4
génotypes de pois : Frisson sauvage et 3 de ses ants hypernodulants P64, P118 et
P121.La biomasse des nodosités a été mesurée ehgagte chez des plantes aux racines
intactes 8 jours aprés le début du traitement darpérience 150 ppm (barres blanches),
'expérience 380 ppm (barres grises) et dans I'egpée 750ppm (barres noires). Les barres
verticales indiquent I'écart type. Une * représentee différence significative entre
'expérience 150 ppm ou 750 ppm comparée a I'eepég témoin 380 ppm (*: B.05, **:

P 0.01, ***: P 0.001).
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6.2.1 Impact sur la vitesse de fixation symbiotique a I'éhelle de la plante,

en relation avec la croissance totale

L’Indice de Nutrition Azotée (INN) indique le statazoté d’'une plante et exprime le
niveau de satisfaction des besoins en N pour lssance des plantes. Lorsque I'INN est
inférieur a 1, la nutrition azotée est insuffisaatdimite la croissance. La plante est alors en
état de carence azotée. Lorsque I'INN est supégelly la nutrition azotée est dite supra-
optimale, donc supérieure aux besoins de la plante.

A une teneur ambiante en €@e 380 ppm, on a observé que les génotypes sguvage
P64 et P118 possédaient une nutrition N optimateeftet, 'INN de chaque génotype était
approximativement égal a 1, signifiant un équilierere I'offre en N provenant de la fixation
symbiotique, et la demande en N nécessaire a issarce des parties aériennes (Figure 6.1).
Chez le P121, I'INN était égal a 1.35, mettant eidénce une nutrition azotée supra-optimale

(Figure 6.1).

Dans I'expérience 150 ppm, I'assimilation de C di@nkiomasse était plus faible que

dans celle a 380 ppm, pour chaque génotype. Onfaieat’hypothése que cette diminution
de la croissance pourrait induire une diminution ldedemande en N, et donc une

augmentation du statut N de la plante.

- Dans le cas ou le prélevement de N par la fixasggmbiotique est régulé par le
statut N de la plante (cas des génotypes sauvagespeut s’attendre a une
diminution de la fixation symbiotique d’azote, vime répression de l'activité
spécifique de fixation symbiotique, conduisant a mmaintien de I'équilibre
fonctionnel C-N, avec un maintien de I'INN autowr t

- Dans le cas ou la fixation symbiotique n’est pagikée par le statut N de la plante
(cas des mutants hypernodulants), on peut s’ageadun maintien du niveau
d’activité spécifique de fixation symbiotique, imd@damment du statut N de la
plante, et donc a une augmentation de I'INN.

L’impact de I'exposition a la teneur en €@e I'atmosphére de 150 ppm sur le statut
azoté des plantes a varié entre le génotype sawtdge 3 mutants hypernodulants. Chez le
génotype sauvage, I'INN n’était pas différent sutéexposition a une teneur de 150 ppm,
comparé a I'expérience 380 ppm (Figure 6.1). Qediguerait que la plus faible assimilation
de C dans la biomasse a été associee a une files\aesse de fixation symbiotique d’azote.
Cette hypothése est cohérente avec les observatiams diminution de la vitesse de fixation
symbiotique d’azote de -13 %, méme si, du faitadedriabilité inter-plante cette diminution
n’est pas significative au seuil de 5 % (P = 0.0{E&ure 6.3). Ainsi, I'équilibre entre I'offre
et la demande en N a été maintenu, et le nivedixateon symbiotique régulé par le statut N
de la plante.
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Figure 6.3Fixation symbiotique d’azote des plantes sous 3 ¢iirentes teneurs en CQ@
chez 4 génotypes de pois : sauvage Frisson et 3sde mutants hypernodulants P64, P118
et P121.La vitesse de fixation d’N a été mesurée en g.figur'. g* plante par marquage
isotopique au®N, chez des plantes aux racines intactes 5 jouésdp début du traitement
dans I'expérience 150 ppm (barres blanches), I'eepée 380 ppm (barres grises) et dans
'expérience 750ppm (barres noires). Les barresicades indiquent I'écart type. Une *
représente une différence significative entre l&gnce 150 ppm ou 750ppm comparée a
I'expérience témoin 380ppm (*: B.05, **: P 0.01, ***: P 0.001).
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Chez le mutant P121, la plus faible assimilatiorCddans la biomasse mesurée dans
'expérience 150 ppm, a été associée a un INNinfésieur a celui de I'expérience 380 ppm
(-20 %), passant ainsi de 1.35 a 1.08 (Figure @ld)ait d’'une diminution de la vitesse de
fixation symbiotique de -59 % (Figure 6.3). Ainlsi,nutrition azotée du mutant P121, supra-
optimale a 380 ppm, est devenue optimale a 150 fanpremiere explication est que la
diminution de la disponibilité en C par la photodése a pu induire une diminution de I'offre
en N par les nodosités, du fait d’'un apport en @ maadosités insuffisant. La seconde
explication est que le prélevement d’'N a diminuéadation comme suite a la diminution de
la demande en N associée au ralentissement deitsance des plantes a 150 ppm. Cette
seconde hypothese est toutefois peu probable.f&h kel mesures de notre étude a 380 ppm
et dans d'autres études (Voisin et al, 2007) maohtwge nutrition N supra-optimale du
génotype P121, indiquant une absence d’ajusteneelat fixation symbiotique par rapport au
statut N de la plante. L’hypothése d'une limitatiole la fixation symbiotique par la
disponibilit¢ en carbone est ainsi plus probabkn: effet, malgré l'augmentation du
pourcentage d’assimilats carbonés alloués versat@ses nodulées de + 30 %, la diminution
de la quantité de C assimilée dans la biomass® @é 4 réduit en quantité importante le flux
de carbone alloué aux nodosités, et a pu limiterftenction de fixation symbiotique de:N

Chez les mutants hypernodulants P64 et P118, tafaibole assimilation de C dans la
biomasse a 150 ppm a induit un INN Iégérement plegé que dans I'expérience 380 ppm
(respectivement +14 % et +12 %) (Figure 6.1), @sésacune absence de variation de la
vitesse de fixation symbiotique (Figure 6.3). Ldrition azotée était devenue légerement
supra-optimale. Ainsi, pour ces 2 mutants, corgragnt au génotype P121, la plus faible
diminution de I'assimilation du carbone dans lanbésse a 150 ppm (autour de - 30 % pour
P64 et P118 vs — 45 % pour P121) (Tableau 6.1) pas conduit a une diminution
significative de la vitesse de fixation symbiotiqde N (Figure 6.3). Toutefois, pour le
génotype P64, en tendance, la vitesse de fixayorb®tique d’azote a légerement diminué
avec la diminution de la concentration en @@ I'atmosphere a 150 ppm (- 28 % par rapport
a I'expérience 380 ppm) (Figure 6.3).

Dans I'expérience 750 ppm, les INN des génotypasage, P64 et P121 ont été plus
faibles respectivement de -17 %, -18 % et -21 % agoport aux INN mesurés dans
'expérience 380 ppm (Figure 6.1). Pour ces 3 ggues, I'élévation de la teneur en €6
750 ppm a été associée a une baisse de la vite$s@tion symbiotique (Figure 6.3). Dans le
cas des génotypes sauvage et P64, I'INN est atmsépd’'une valeur proche de 1 a 380 ppm a
une valeur inférieure a 1, indiquant une nutrittaotée de la plante insuffisante (Figure 6.1).

- Pour le génotype P64, la diminution de I'INN a laleur de 0.77 s’explique par
laugmentation de l'accumulation de C dans la bissea(de + 36 %) (Tableau 6.1)
concomitante de la baisse de la vitesse de fixayombiotique de N (en tendance de —34 % ;
Figure 6.3).

- Pour le génotype sauvage, la diminution de I'INM &aleur de 0.86 a été uniquement
associée a une diminution de la vitesse de fixatjonbiotique de - 40 %.
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Figure 6.4Activité spécifique de fixation d’N des plantes sa3 différentes teneurs en Cochez 4
génotypes de pois : Frisson sauvage et 3 de ses antg hypernodulants P64, P118 et P121.
L’activité spécifique de fixation d’N des nodositésté mesurée en gN fixé. jdug® nodosité par
marquage isotopique atN, chez des plantes aux racines intactes 5 jougsd début du traitement
dans l'expérience 150 ppm (barres blanches), I'expée 380 ppm (barres grises) et dans
I'expérience 750ppm (barres noires). Les barrescades indiquent I'écart type. Une * représente un
différence significative entre I'expérience 150 pmm 750ppm comparée a l'expérience témoin
380ppm (*: P0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001).
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Figure 6.5Activité spécifique de fixation de I'azote en fonabn de I'assimilation du C dans la
biomasse des nodosités des plantes sous 3 difféesnteneurs en C@chez 4 génotypes de pois :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodular®$4, P118 et P121L activité spécifique de
fixation (en gN fixé. jout. g' nodosité) en fonction de I'assimilation de C démsiomasse de
I'ensemble des nodosités (en g C. joug* plante) a été mesurée 8 jours aprés le débuadartrent
dans I'expérience 150 ppm (triangles verts), I'eignee 380 ppm (carrés rouges) et dans I'expérience
750ppm (losanges bleus). A 380ppm, les valeurs mmgede P118 étaient faibles. La droite rouge en
pointillé représente la régression linéaire san&8Palors que celle en trait plein représente la
régression linéaire avec P118.
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- Pour le génotype P121, I'INN a diminué, passanné’'valeur de 1.35 a 380 ppm a
1.07 a 750 ppm, en relation avec une baisse unigoiede |la vitesse de fixation symbiotique
de -30 %.

- La réponse de la nutrition N du génotype P118 adléwation de la teneur en Qe
'atmosphére se distingue de celle des autres gpgest Ainsi pour P118, I'exposition a une
teneur en C@de 750 pm a été associée a un maintien de I'INN(Rigure 6.1), avec un
maintien a la fois de l'assimilation du C dans lanasse et de la vitesse de fixation
symbiotique (Figure 6.3).

6.2.2 Impact sur I'activité spécifique de fixation symbidique des nodosités,
en relation avec la croissance des nodosités

A 150 ppm, par comparaison a l'expérience 380 ppactivité spécifique des
nodosités a légéerement augmenté pour le génotypage, alors qu’elle a diminué pour P64
et P121 mais qu’elle s’est maintenue pour le gggeB118 (Figure 6.4).

A 750 ppm, par comparaison a l'expérience 380 ppactivité spécifique des
nodosités a diminué pour tous les génotypes saliB,Pdéenotype pour lequel elle a été
maintenue (Figure 6.4). Ainsi, contrairement a eodfiypothése, l'activité spécifique de
fixation symbiotique n’a pas augmenté pour aucurogype suite a une élévation de la teneur
en CQ de I'atmosphere.

Afin d’expliquer les différences entre génotypesia@rnant les variations de leur
activité spécifique de fixation symbiotique aux rnificdtions de teneur en GOde
'atmosphére, l'activité spécifigue (moyenne) deslosités a été exprimée en fonction de la
guantité totale de C assimilé dans la biomassendéssités (Figure 6.5). Pour chaque teneur
en CQ de latmosphére expérimentée, il existe une wmlathégative entre l'activité
spécifique de fixation symbiotique des nodositésaeguantité de C allouée a la biomasse
totale des nodosités (Figure 6.5). Ces résultais gahérents avec les études ayant montré
une compétition au sein des parties racinaire® éesrprocessus de synthése des nodosités et
leur activité fixatrice au cours de la phase végétgVoisin et al. 2003c).

A 380 ppm, la corrélation négative entre l'activifgecifique de fixation symbiotique
et la quantité de C accumulée dans la biomasseatkssités est plus forte si 'on considére
les génotypes sauvage, P64 et P121 que si I'omtidel génotype P118, suggérant un
comportement particulier de ce génotype. La pemteladrelation linéaire entre activité
spécifigue des nodosités et quantité de C alloukekdomasse des nodosités differe entre
teneurs en CPexpérimentées, avec une pente plus forte a 150qon380 ppm alors que la
pente observée a 750 ppm est similaire a cellerafsé 380 ppm.

Ces résultats montrent qu’en conditions d’assimilahitants (expérience 150 ppm),
l'activité spécifique de fixation symbiotique esup fortement limitée par la croissance des
nodosités qu’a 380 ppm ou 750 ppm.

A 150 ppm, en réponse a la diminution de la teeeu€Q, la diminution du flux de
carbone alloué a la biomasse des nodosités a gliéslorte pour P121, tres faible a nulle
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pour P118, et intermédiaire pour P64. Ainsi, poes Igénotypes hypernodulants, les
observations a 150 ppm vont dans le sens d’'une foritation de l'activité spécifiqgue de
fixation symbiotique (Figure 6.4) par l'allocatialu carbone pour la croissance des nodosités
en réponse a la diminution de la teneur en,G®ec une limitation décroissante de P121, a
P64 et P118. Pour le génotype sauvage, a l'invéasdiminution de l'allocation du C a la
biomasse des nodosités s’est accompagnée d'une léggmentation de I'activité spécifique
de fixation symbiotique. On peut attribuer cettporgse a la faible proportion de biomasse
nodosités (par rapport a la biomasse totale) p@urgénotype comparé aux génotypes
hypernodulants, qui nécessite de ce fait une dépénsrgétique moindre a I'échelle de la
plante.

A 750 ppm, 'augmentation de la quantité des adatmiers les nodosités en réponse
a I'élévation de la teneur en G@our tous les génotypes (Figure 6.5) a été ass@cigne
diminution de l'activité spécifique de fixation shimtique pour tous les génotypes.

6.2.3 Synthese

Suite a une exposition a 150 ppm, pour le génosmerage, la vitesse de fixation
symbiotique a légerement diminué avec la baissesiialation du C dans la biomasse
résultant en un INN maintenu autour de 1. Poug@®types hypernodulants, la diminution
de la vitesse de fixation symbiotique avec la temeuCQ de I'atmosphére semble plutét liée
a la diminution de l'activité spécifique des nodésj du fait d'une compétition accrue pour le
C avec la croissance des nodosités, en conditidassithilats carbonés limitants. La
diminution de la vitesse de fixation symbiotiqueéta plus forte pour P121, moyenne pour
P64, et nulle pour P118. Pour chacun de ces géemtgptte réponse a conduit a une nutrjtion
N optimale (INN = 1) a 150 ppm.

L’élévation de la teneur en G@ 750 ppm a conduit a une nutrition N sub-optimale
pour le génotype sauvage et le génotype P64, tid'taie diminution de la vitesse de fixation
symbiotique, malgré le maintien (génotype sauvageire l'augmentation (P64) de
I'assimilation du C dans la biomasse. Pour le gggreoP121, une diminution de la vitesse de
fixation symbiotique a également été observée suit@lévation de la teneur en ¢de
'atmosphére ; cependant, pour ce génotype, eberaluit & une baisse du statut N d’une
nutrition supra-optimale a 380 ppm a une nutritiptimale a 750 ppm. Pour ces 3 génotypes,
la diminution d’activité spécifique de fixation shintique a été associée a une augmentation
de la quantité de C allouée a la biomasse des inéslosuggérant une limitation de|la
disponibilité en assimilats carbonés pour la farctide fixation symbiotique. Pour |le
génotype P118, I'exposition a une teneur en, @® 750 pm a été associée a un maintien
d’'une nutrition N optimale (INN égal a 1), avec mmaintien a la fois de I'assimilation du| C
dans la biomasse totale et de la vitesse de fixatyfmbiotique.

6.3 Synthese des stratégies adaptatives des genotyges modifications de la
teneur en CQ

L’exposition & une teneur en GQ@aible ou élevée a induit la mise en place de
stratégies adaptatives de la fixation symbiotiquezachaque génotype. Cependant ces
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Figure 6.6Activité spécifique de fixation en fonction de ladrce de puits des nodosités
suite a I'ablation d’'une partie des racines nodulée sous 3 différentes teneurs en GO
pour 4 génotypes de pois : Frisson sauvage et 3 gdes mutants hypernodulants P64,
P118 et P121L activité spécifique de fixation (en gN fixé. joti g* nodosité) en fonction de

la force de puits des nodosités (en g C.Jowf* nodosité) a été mesurée 8 jours apres le
début du traitement chez le sauvage (ronds vigl&6)% (losanges bleus), P118 (carrés
rouges) et P121 (triangles verts) dans I'expérieti@ ppm, I'expérience 380 ppm et dans
I'expérience 750ppm.
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stratégies ont varié entre génotypes, en mettapelemle facon différente les composantes

structurale et/ou fonctionnelle de la fixation syatigue. Les stratégies adaptatives des
génotypes ont ainsi été décrites en analysantrigectoire » des génotypes de 380 ppm a 150
ppm et 750 ppm, dans le plan mettant en relatiactiVité spécifique des nodosités pour la

fixation symbiotique et la force de puis des notiisspour le carbone (Figure 6.6).

A 150 ppm : Pour tous les génotypes, I'expositiama faible teneur en GQ@ induit
une baisse de l'assimilation du C dans la biom@Bableau 6.3). Celle-ci s’est accompagnée
d’'une baisse de la vitesse de fixation symbiotighez tous les génotypes sauf P118 pour
lequel celle-ci a été maintenue (Tableau 6.3). @i#€rences de réponse adaptative ont été
observées entre génotypes pour l'allocation desndats carbonés (Tableau 6.3) ainsi que
pour l'activité spécifiqgue de fixation symbiotiqutazote (Figure 6.6). L'exposition a une
faible teneur en C§ a conduit a une diminution de la force de pués dodosités pour tous
les génotypes sauf pour P118 pour lequel elle é&éntenue (Figure 6.6). Et I'activité
spécifiqgue de fixation symbiotique d'azote a augmechez le génotype sauvage, mais
diminué chez P64 et P121 et s’est maintenue chd8 PHigure 6.6). Ainsi, a 150 ppm
comme a 380 ppm, l'activité spécifique de fixateymbiotique a 150 ppm était inférieure
chez les mutants hypernodulants comparés au génsaypvage (Figure 6.6).

A 750 ppm : L’exposition a une forte teneur en ,C@a pas résulté en une
augmentation de I'assimilation de C dans la biomassur tous les génotypes en dehors de
P64 pour lequel 'augmentation a été effective (@ab 6.3). L'exposition a une teneur élevée
en CQ a conduit a une augmentation de la force de plgissnodosités, accompagnée d’'une
diminution de l'activité spécifique de fixation spmtique chez tous les génotypes sauf P118
pour lequel lactivité spécifigue de fixation syrobgue a été maintenue (Figure 6.6).
L’élévation de la teneur en GG 750 ppm a ainsi résulté en une baisse de laseitde
fixation symbiotique pour tous les génotypes, a paur P118 ou elle a été maintenue
(Tableau 6.3). Ainsi, a 750 ppm comme a 380 ppractiVité spécifique de fixation
symbiotigue du P118 était similaire a celle du dg@pe sauvage, alors que celle des
génotypes P64 et P121 était inférieure a celleaotype sauvage (Figure 6.6).

Stratégie adaptative du génotype Sauvage :

150 ppm : L'impact de I'exposition a une faible éen en CQsur I'assimilation de C
dans la biomasse a été le plus faible parmi leénbtypes chez le génotype sauvage (-24%)
comparé a l'expérience 380 ppm (Tableau 6.3). i¥t& associé a une diminution de
I'allocation du C vers les racines nodulées, eparticulier vers les racines (Tableau 6.3).
Mais la surface foliaire n'a pas été augmentéeesaitces réallocations du C entre les
compartiments. Enfin, la diminution de la forcepets des nodosités pour le C a 150 ppm, a
été associée a une augmentation de la fonctiomxdgoh symbiotique (Figure 6.6) ; nous
faisons ainsi I'hypothése qu’a 150 ppm, la dimiontde la compétition pour le C entre la
croissance des nodosités et l'activité spécifique fkation symbiotique a permis de
d’augmenter cette derniére par rapport a la stonadbservée a 380 ppm. A I'échelle de la
plante, la faible diminution de la vitesse de fimatsymbiotique (bien que non significative)
(Tableau 6.3), associée a une diminution du ménhe ate grandeur de I'assimilation
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du C, est cohérente avec une régulation de laidixatymbiotique par le statut azoté de la
plante, maintenant I'INN a 1 (Tableau 6.3).

750 ppm : Il n'y a pas eu d'impact d’'une exposit@rune forte teneur en GGur
'assimilation de C dans la biomasse (Tableau €@B).effet, 'augmentation de I'activité
spécifigue de photosynthése a été compensée pdraigse de la surface foliaire. En réponse
a I'élévation de la teneur en Gobn a observé une augmentation de la force des plei
nodosités (+ 24 %) associée a une diminution de &tivité spécifique de fixation
symbiotique (Figure 6.6) ; ces modifications onhdoit a une réduction de la vitesse de
fixation symbiotique a I'échelle de la plante (Tedol 6.3), provoquant la carence en N
observée.

Ainsi, a 750 ppm, chez le génotype sauvage, lansgpadaptative via 'augmentation
des dépenses en C pour la croissance des nodesifisur la respiration associée pourrait
avoir limité I'allocation du C aux dépenses énergées nécessaires a la fixation symbiotique
de N et expliquer la diminution de l'activité spécifede fixation symbiotique (Voisin et al,
2003c). Ces madifications ont conduit a une rédunctle I'INN (comparé a 380 ppm), avec a
750 ppm un INN inférieur a 1, traduisant un étatcdeence en N.

Stratégie adaptative du génotype P64 :

150 ppm : La diminution de la teneur en £0eu un impact modéré sur I'assimilation
du C dans la biomasse (- 30 % ; Tableau 6.3), ameaéponse adaptative via I'augmentation
de la surface foliaire par gramme de plante. Enmée a la diminution de la teneur en Qi@
'atmosphére, le génotype P64 a montré une rédudiola proportion ah fine de la quantité
de C allouée aux parties racinaires (Tableau &&)s modification du rapport racines /
nodosités. L’exposition a une teneur de 150 ppramcoenséquent induit une importante
réduction de la force de puits des nodosités po@, lassociée a une diminution plus modérée
de l'activité spécifique de fixation symbiotiqueidére 6.6), résultant en une diminution (en
tendance) de la vitesse de fixation symbiotiqu&eéhklle de la plante (Tableau 6.3). Il en
résulte a 150 ppm une compensation de la diminategbhassimilation du C dans la biomasse
par une diminution de la vitesse de fixation syrigite (Iégerement plus faible), résultant en
un INN similaire a celui observé a 380 ppm (nom#igativement augmenté de 14 %), pour
une valeur supérieure proche de 1.

La diminution de I'activité spécifiquee fixation symbiotique et de la croissance des
nodosités induite par une limitation en C lors @xposition a une teneur en G@e 150 ppm
a entrainé une baisse de la vitesse de fixationb®tigue d'azote, du méme ordre de
grandeur que la diminution de I'assimilation de C.

750 ppm : P64 est le seul génotype a avoir augmeneé activité spécifique de
photosynthese ainsi que I'assimilation de C darisdmasse suite a I'exposition a une teneur
en CQ de 750 ppm (Tableau 6.3). Cette réponse a étéiasso une diminution de la surface
foliaire, avec un relatif maintien du pourcentadalldcation du C au systeme racinaire
nodulé, et a une diminution du pourcentage du Quéllers les nodosités, la croissance des
racines étant ainsi moins défavorisée (Tableau. 68ltefois, il en résulte une légere
augmentation de la quantité de C allouée a la bismedes nodosités (Tableau 6.3). Pour ce
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génotype, en réponse a I'élévation de la teneul€@x I'augmentation de force de puits des
nodosités a été la plus faible (+16 %), et assozi@ae baisse de leur activité spécifiqgue de
fixation symbiotique (Figure 6.6).

Pour le génotype P64, comme pour le génotype saaagpeut faire I'hypothese que
'augmentation de la force de puits des nodositésgponse a I'élévation de la teneur enCO
a induit une diminution de leur activité spécifiqde fixation symbiotique, du fait de la
compétition pour le C entre la formation des notsset leur activité fixatrice, celle-ci étant
moins compétitive.

En réponse a I'élévation de la teneur empd@Qugmentation de 'accumulation du C
dans la biomasse a été associée a une légere tionidke la vitesse de fixation symbiotique
d’azote a I'échelle de la plante, (Tableau 6.3}ra&@nant par conséquent une diminution de
I'INN (Tableau 6.3), et donc un état de carenc&lgour P64.

Globalement, P64 a présenté une réponse aux vansitie la teneur en GQproche
de celle du génotype sauvage. Cependant pour letgmn P64, la croissance des racines a
toujours été favorisée par rapport a celle des reids, alors que les variations de croissance
des racines et des nodosités ont été similaires lpagenotype sauvage.

Stratégie adaptative du génotype P118 :

150 ppm : L'impact de I'exposition a une teneurGD, de 150 ppm sur I'assimilation
de C dans la biomasse a été modéré chez P118umaeeatiminution de — 30 % (Tableau 6.3),
la diminution de I'activité spécifique de photosyase ayant été associée a une augmentation
de la surface foliaire La réponse adaptative degémotype s’est effectuée via une
augmentation conjointe du pourcentage de C allbdé biomasse du systéme racinaire
nodulé, et au sein des parties racinaires, a lamdsse des nodosités (Tableau 6.3). Il en a
résulté pour ce seul génotype, un maintien derkzefde puits des nodosités pour le C, suite a
la diminution de la teneur en CO2 (Figure 6.6).

Ainsi, pour le génotype P118, les nodosités sostées le puits prioritaire pour les
assimilats carbonés, méme en situation de réduckioleur disponibilité.

Suite a la diminution de la teneur en £d® I'atmosphére, le maintien du flux de C
vers la biomasse des nodosités (Tableau 6.3) atestmpagné d’'un maintien de l'activité
spécifique de fixation symbiotique (Figure 6.6)sukant a maintenir la vitesse de la fixation
symbiotique a I'échelle de la planteistfine en une Iégére augmentation de I'INN a une
valeur supérieure a 1 (Tableau 6.3).

750 ppm : A la différence du génotype P64, il aaucun impact de I'exposition a
une teneur en CQde 750 ppm sur I'assimilation de C dans la biomg3ableau 6.3). La
réponse adaptative a I'élévation de la teneur ep &Li@duit une augmentation forte (+ 50 %)
du pourcentage d’allocation du C aux racines nadylésans modification du rapport
d’allocation a la biomasse des racines et des iitédosu sein des parties racinaires (Tableau
6.3). Ainsi, comparée a lI'expérience 380 ppm, lecdode puits des nodosités pour les
assimilats a fortement augmenté (+ 65%), (FiguBg &1 réponse a I'élévation de la teneur en
CO, ; cette augmentation a été associée a un maidédractivité spécifique des nodosités
(Figure 6.6), et par conséquent a I'’échelle deldatp a un maintien de la vitesse de fixation
symbiotique et de 'INN a une valeur proche dddbleau 6.3).
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Stratégie adaptative du génotype P121 :

150 ppm : La diminution de la teneur en £entrainé la diminution la plus forte de
'assimilation de C dans la biomasse (-45 %) (Tabl®.3), la trés forte diminution de
l'activité spécifique de photosynthese ayant étgoeige a une faible augmentation de la
surface foliaire (Tableau 6.3). En réponse a laimdition de la teneur en GQOon a observé
pour P121, comme pour P118, une forte augmentditiomourcentage d’allocation de C a la
biomasse des racines nodulées, mais contrairenfeht sans modification substantielle du
rapport d’allocation du C a la biomasse pour lassance des racines et des nodosités au sein
des parties racinaires (Tableau 6.3). Ainsi, conpoer P118, les nodosités sont restées le
puits prioritaire pour les assimilats carbonésultéaat toutefois pour P118 en une faible
diminution de la force de puits des nodosités ad® (Figure 6.6). Et contrairement a P118,
la faible baisse de la force de puits des nodosiEst accompagnée d'une diminution de
l'activité spécifique de fixation symbiotique (Figu6.6). Ainsi, pour P121 comme pour P64,
la diminution de la disponibilité en assimilats Grauit une diminution conjointe de la
croissance des nodosités et de leur activité spéeifde fixation symbiotique (Figure 6.6).
Cette diminution de l'activité spécifique de fixati a induit une diminution de la vitesse de
fixation symbiotique a I'échelle de la plante et panséquent une baisse I'INN en réponse a
la diminution de la teneur en GOroutefois I'INN a 380 ppm étant supérieur a'NM est
resté supérieur a 1 a 150 ppm malgré une baisstestilelle suite a la diminution de la teneur
en CQ (Tableau 6.3).

750 ppm : L'exposition a une forte teneur en,@®@ 750 ppm n’a pas eu d’'impact sur
I'allocation de C dans la biomasse chez P121 (Bab&3). Comme pour P118, en réponse a
I'élévation de la teneur en GQOon a observé une augmentation du pourcentadjeadifion
du C pour la croissance des racines noduléesnsadgi$ication du rapport d’allocation du C a
la biomasse des racines et des nodosités au senadres nodulées (Tableau 6.3), associée a
une augmentation de la force de puits des nodadgd®rdre de +60 %. Du fait de la forte
biomasse des nodosités pour le génotype P121, eeigenentation a été associée a
laugmentation de la quantité de C allouée a landisse totale des nodosités la plus forte
(Tableau 6.3). Et contrairement a P118, cette amggtion de la force de puits des nodosités
a été associée a une diminution de leur activigeifgue de fixation symbiotique. Ainsi,
I'exposition & 750 ppm a une diminution de la \gtesle fixation symbiotique a I'échelle de la
plante, résultant en une baisse de I'INN jusqu'a waleur proche de 1 (nutrition azotée
optimale) (Tableau 6.3).

Comme pour les génotypes sauvages et P64, on peat Ihypothese que la
diminution de I'activité spécifique de fixation dyiotique suite a I'élévation de la teneur en
CO; est imputable a 'augmentation de la compétitiaumple C avec l'allocation du C a la
croissance des nodosités, dont la force de pugsgmenté a forte teneur en €@insi, pour
ces 3 génotypes, 'augmentation de I'allocation@@aux nodosités en réponse a I'élévation
de la teneur en CHa en premier lieu profité a la croissance desimas, mais défavorisé
leur activité spécifique de fixation symbiotique.

Finalement, il apparait que les stratégies de répates mutants P118 et P121 aux
variations de teneurs en @@e I'atmosphere sont proches. Elles consisterdaiatenir en
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priorité un flux d’assimilats carbonés vers les ogités quelle que soit la teneur en Cla
différence principale entre les génotypes est gl&8Pmaintient la fonction de fixation
symbiotique d’azote a un niveau constant quel qutecglui du CQ atmosphérique. Pour le
génotype P121, comme pour P64 (et le génotype galvkallocation de C aux nodosités
pour leur croissance a généralement limité la diégadé C disponible pour réaliser la fonction
de fixation symbiotique d’azote des nodosités.

6.4 Conclusion

L'utilisation d’'une plus faible teneur en G@ar rapport a la teneur ambiante a induit
pour chaque génotype une plus faible activité photthétique induisant une plus faible
photosynthese nette, (ou assimilation de C darsolmasse). Celle-ci a pu s’accompagner
egalement d’'une plus faible quantité de C perduégo@espiration. De facon opposée, lors de
I'utilisation d’une teneur plus élevée en £ 750 ppm, on a observé une plus forte activité
photosynthétique chez 2 des 4 génotypes (sauvage64). Seul P64 a montré une
accumulation du C dans la biomasse supérieure pgmocomparé a 380 ppm. Il est possible
gue la quantité de C perdue par la respiratiotaitplus importante chez chaque génotype,
expliquant 'absence d’augmentation d’accumulatierC dans la biomasse.

Nos résultats ont montré qu'un changement de lauremtmosphérique en GO
n'induisait pas de plus forte vitesse de fixatigmbiotique d’azote. En effet, celle-ci a été
soit maintenue comme observé pour le génotype gaudans I'expérience 150 ppm et pour
les mutants P64 et P118 dans les expériences 1B80gipm, soit elle a été réduite comme
chez le génotype sauvage (expérience 750 ppm)Rtdé (expérience 150 et 750 ppm). Seul
le génotype sauvage dans I'expérience 150 ppm drénane activité spécifique de fixation
symbiotique plus importante. L’'activité spécifigeeit ainsi plus faible chez le génotype
sauvage dans I'expérience 750 ppm et chez les tsuPd4 et P121 dans les expériences 150
et 750 ppm comparé a I'expérience 380 ppm. Le Rild&it présenté aucune variation de
I'activité spécifique de fixation symbiotique emftion de la teneur en GQtilisée.

Ces résultats réfutent notre hypothése que I'atii;n d’une teneur atmosphérique en
CQO; plus élevée, conduisant a une augmentation moyaara photosynthése de 37% (tous
génotypes confondus), pouvait induire une actisjtécifique de fixation symbiotique d’azote
plus importante.

Discussion :Un nombre important d’études ont montré que isdiion d’'une forte
teneur en C@ peut conduire généralement a un maintien voire aumgmentation de la
fixation symbiotique d’azote. Une augmentation @edncentration en Gpendant 6 jours
chez le Soja provoque une augmentation de 18%adévité nitrogénase (Cen et Layzell
2004) et donc de la fixation symbiotique d’azoteogBrs et al. 2009). Chez le Soja|la
concentration en N totale d’'un mutant hypernodu{amité sur le genBlARK homologue de
SYM29chez le pois) soumis a une forte teneur en @&tait pas supérieure a celle obseryée
a teneur ambiante en GMishimura et al. 2002; Searle et al. 2003; Matsuinet al. 2009;
Hayashi et al. 2012). L’activité de fixation symtiqme par les nodosités ne changeait |pas
alors gu’elle diminue dans notre expérience.
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A linverse, Haase et al. (2007) et Kirschbaum ([@0éxpliquaient dans leurs étujes

gue l'utilisation d’'une forte teneur en GGhez des plantes soumises a une carence rég
en une exacerbation de celle-ci. Chez les mutaygerhodulants, la formation de nodosi

lterai
tés

s’effectue au détriment de celle des autres comnpants (Voisin et al. 2007), notamment des
parties racinaires, qui peuvent étre réduites da 80 % chez les hypernodulants (Voisin et

al. 2013). Ceci peut ainsi induire une déficien@nd 'acquisition de certains éléme
nécessaires a la croissance des plantes. Cetteiedé® pourrait étre exacerbée
I'utilisation de la forte teneur en G@t provoquer une diminution de la fixation symlgjae

nts
par

d’azote. Enfin, Rogers et al. (2009) expliquaiesmglleur revue qu’une exposition a une forte

teneur en C@pouvait provoquer une diminution de la fixationrdjotique d’azote a cause

d'une limitation par la disponibilité des autrestriments nécessaire a la croissance
plantes.

Il est probable que les éléments observés dans rétrde soient en effet

conséquence d'une limitation en nutriments parp@sition a une forte teneur en &

induisant alors une diminution de la fixation syotljue d’azote.

des

a

\ )
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7 Réponse adaptative des 4 génotypes de pois
protéagineux a l'ablation d'une partie des racines
nodulées sous 3 teneurs atmosphériques en €O
differentes.

7.1 Problématique et hypotheses

Nous avons étudié la réponse adaptative des 4\g¥s08 jours aprés I'ablation d’'une
partie du systeme souterrain, sous expositionen8urs atmosphériques en Ldifférentes.
L’exposition a des teneurs en gdifférentes peut avoir un effet synergique ou goméste a
I'effet de I'ablation d’'une partie du systeme ragme, sur la nutrition N et la croissance des
différents génotypes.

L’'impact d’'une ablation d’'une partie des racinesluiées ou de I'exposition a des
teneurs atmosphérique en £faible ou élevée a été quantifié séparément, eEnparties 4
et 6 précédentes, respectivement.

En moyenne (pour les 3 expériences menées a 3rsemau CQ différentes),
lintensité des traitements a résidé pour tousgésotypes en une ablation de 50 % des
racines nodulées (Tableau 7.1). En moyenne, nosregesur I'ensemble des génotypes, au
moment de I'application du traitement €(@f. figure 5.2 ), ont montré que I'exposition @eu
faible teneur en CPa induit quant a elle induit une diminution moyerate — 49 % de la
photosynthese nette des parties aériennes (companie teneur ambiante de 380 ppm), alors
gu’une teneur élevée en ¢@e 750 ppm a conduit a une augmentation moyenre3dés de
la photosynthése nette des parties aériennes.

Ainsi, la tolérance des plantes a I'ablation d’'up&rtie des racines nodulées a pu étre
modifiée par I'exposition a des teneurs en ,Cdifférentes. Notre hypothése est que
'exposition des plantes a une teneur en,CG&levée pourrait accentuer la carence en
N induite par la suppression de la moitié des rasimodulées, du fait de 'augmentation de
la croissance (et donc de la demande en N) potentient associée a I'élévation de la teneur
en CQ. A l'inverse, I'exposition a une teneur en £@ible pourrait atténuer l'intensité de la
carence N induite par I'ablation racinaire, du faie la diminution de la croissance, et donc
de la demande en azote associée a la diminutida tmeur en C@de I'atmosphere.

Ainsi, I'ablation des racines nodulées et I'impdetl’exposition a une faible teneur en
CO, étant approximativement du méme ordre de grandeis d'un effet opposé sur la
fixation symbiotique d’'N et la croissance, on paitrassister a une atténuation de I'impact de
I'ablation des racines nodulées a 150 ppm, comadiégnpact mesuré a la teneur en i
référence (380 ppm). A l'inverse, I'impact de lligation d’'une teneur en GQle 750 ppm
ayant un impact sur I'équilibre C-N allant dansriéme sens que I'impact d’'une ablation des
racines nodulées, on pourra observer une accemudgil'impact de I'ablation a 750 ppm par
rapport aux mesures réalisées a 380 ppm.



Tableau 7.1 Caractérisation des traitements AllatdCQ chez le Frisson sauvage et 3 de ses mutants hyjudamis

: P64, P118 et P121

Sauvage P64 P118 P121

Proportion moyenne de
racines nodulées -57% -48% -49% -59%
retirées par I'ablation

Variation par

rapport a 380 150ppm -24% -31% -29% -45%
ppm de

I'assimilation

de C dans la 750ppm 0% +37% 0% 0%

biomasse a :

La proportion de racines nodulées moyenne retpaesablation est une valeur moyenne sur les agpces menées a 3 teneurs en CO

différentes
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Toutefois, nous avons montré dans les parties gedtés que I'impact de I'ablation et
de la modification de la teneur en €8ur la fixation symbiotique et la croissance wvatrie
entre génotypes :

Dans la partie 4, nous avons démontré queéfionse des plantes a I'ablation
pouvait varier entre le génotype sauvage et lesamsithypernodulants. En effet, I'ablation
avait induit une diminution de la fixation symbupiie d’'azote pour les tous génotypes.
Cependant, cette diminution était globalement paulsle chez les mutants hypernodulants
comparés au sauvage. Ainsi, le sauvage possédpiusaforte diminution de la fixation
d’azote. P64 montrait une diminution proche du sgevmais légerement moins importante.
Enfin, les hypernodulants P121 et P118 montraieme@ diminution de la fixation d’'N
respectivement modérée et faible. Seul le mutad8Rie présentait pas de diminution de
l'activité spécifique de fixation d’N en réponséablation de la moitié des racines nodulées.
La réponse adaptative de tous les génotypes afiabldes racines a été une augmentation de
la force de puits des nodosités. Cette réponsd #'aduite en une accélération de la
croissance des nodosités, forte chez le P121, medéhez P118 alors qu’aucune
modification de la croissance des nodosités n'aoBgervée 8 jours apres traitement chez le
sauvage et P64.

La partie 6 décrivant I'impact d’'unmodification de la teneur en CQ sur la fixation
d’azote, a montré que la réponse variait entre typps.

La diminution de la teneur en G@ 150 ppm a induit une diminution de I'assimilatio
du C dans la biomasse pour tous les génotypes, qler 'augmentation de la teneur en,CO
a 750 ppm n’a été associée a une augmentatiorasriilation du C dans la biomasse que
pour le génotype P64 (Tableau 7.1). Etant donngiigentation moyenne sur 'ensemble des
plantes de la photosynthése nette des partiemaésede + 37 %, on a fait I'hnypothese que
'absence de variation de I'assimilation du C dendiomasse a 750 ppm chez le sauvage,
P118 et P121 était associée a une augmentatianpletosynthese brute et du C perdu par la
respiration des parties racinaires (cf. partie 6.1)

Le mutant P64 présentait globalement une réporaentodification de la teneur en
CO, proche de celle du sauvage, dans le sens d’'uteuraton de I'équilibre fonctionnel C-
N, avec toutefois une plus faible allocation du &svles nodosités chez P64. En revanche,
P118 et P121 maintenaient tous les deux la prigaidr I'allocation du C vers les racines
nodulées quelle que soit la teneur en,Qtlisée. Le P118 montrait également un maintien d
la fixation symbiotique d’N et de l'activité spéigjfie de fixation d’'N quelle que soit la teneur
en CQ.

Dans cette partie de notre étude, nous comparenséfonses des 4 génotypes a
I'ablation de la moitié des racines nodulées, sdusneurs atmosphériques en L@Ainsi,
pour chaque variable de réponse analysée, nouss aa@mparé, entre génotypes et entre
teneurs atmosphériques en £@ pourcentage de variation existant entre lestpk ayant
subi I'ablation et les plantes témoins dont lesnes étaient intactes.

un



Tableau 7.2 Impact de I'ablation d’une partie desmes nodulées sur la photosynthese a difféereetesirs en COpour les 4 génotypes de
pois : Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypdarad P64, P118 et P121. Mesures effectuées 8 gmues le début des traitements.

Teneuren CO

Assimilation du

Surface foliaire

Activité spécifique

atmosphérique Genotype carbpne dans la de photosynthése
biomasse
Sauvage - 38% - 24% -17%
P64 + 4% (ns) + 9% (ns) - 5% (ns)
150 ppm P118 - 4% (ns) - 1% (ns) - 3% (ns)
P121 + 14% (ns) + 20% (ns) - 3% (ns)
Sauvage + 20% (ns) - 12% (ns) + 37%
P64 + 9% (ns) - 13% (ns) + 29%
380 ppm P118 + 9% (ns) - 4% (ns) +16%
P121 + 37% + 1% (ns) + 37%
Sauvage - 6% (ns) - 16% (ns) + 8% (ns)
750 ppm P64 - 33% - 16% (ns) - 20%
P118 + 22% (ns) - 20% (ns) + 55%
P121 + 15% (ns) + 1% (ns) +10% (ns)

Chaque valeur représente le pourcentage moyenrigioa entre les plantes ayant subi I'ablatiortest plantes dont les racines nodulées sont
restées intactes, calculé sur 8 plantes. Les i@r&asuivies de « ns » ne sont pas significativest @ a 2 de Student). Les cases colorées en

rouge indiquent un effet positif de I'ablation,dauleur verte un effet négatif et les cases blenesabsence d’effet significatif.
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7.2 Impact sur la nutrition N en relation avec la crassnce

7.2.1 Impact sur I'assimilation de C dans la biomasse

L’assimilation de C dans la biomasse a été mesut@éde d’un marquage isotopique
au °C réalisé 5 jours aprés le début du traitemeng, @Danalysé sur des plantes récoltées
aprées 8 jours de traitement €0

Nous avons vu dans la partie 6 que I'assimilationGldans la biomasse et/ou la
photosynthese nette avaient varié sous l'effetadenodification de la teneur en @CLa
diminution de la teneur en G@e 380 ppm a 150 ppm a induit une diminution diagation
du C dans la biomasse. L’élévation de la teneu€C@nde 380 ppm a 750 ppm a induit une
augmentation de la photosynthése nette des pasdi@snnes pour tous les génotypes, et de
I'assimilation du C dans la biomasse pour le ggmety64 seulement (+ 37 %).

Dans la partie 4, nous avons montré que I'abladieta moitié des parties racinaires,
bien qu’ayant un fort impact sur le prélevement\det la teneur en N des feuilles, avait peu
modifié la vitesse d’accumulation du C dans la kdese. Toutefois, suite a I'ablation des
racines nodulées, une augmentation de l'assimiladio C a été observée pour le génotype
P121 (+ 37 %), associée a une augmentation deavitécspécifique de photosynthése des
feuilles pour I'assimilation du C dans la biomasSette augmentation a été attribuée a la
diminution des codts respiratoires liee a la sugpgpon d’'une partie des racines nodulées ;
pour les autres génotypes, la variation de l'aigpécifique de photosynthese suite a
I'ablation des racines nodulées était en tendansdiype, mais non significative. Nous faisons
I'hypothése que I'effet pourrait étre atténué a pptn, et augmenté a 750 ppm.

A 150 ppm, comme a 380 ppm, l'impact de l'ablatides racines nodulées sur
'assimilation du C sur la biomasse a globaleméatfable (Tableau 7.2).

Dans I'expérience 150 ppm, I'ablation des racinegutées n’a induit aucune
variation significative de I'accumulation du C eéponse a l'ablation pour les 3
hypernodulants: pour ces génotypes, on peut camsidée la teneur en GQ été le
premier facteur limitant de I'accumulation du C gda biomasse, a la fois pour les
plantes témoins et les plantes ayant subi I'aliatio

Chez le sauvage, I'ablation des racines nodulérs bexpérience 150 ppm a
induit une diminution supplémentaire de l'assinidatdu C dans la biomasse de -
38 %, associée a une diminution de - 17% de l'aétspécifique de photosynthése et
de -24% de la surface foliaire, en comparaison plaxtes aux racines intactes
(Tableau 7.2). Ces diminutions peuvent étre atb@isua un effet limitant de I'azote,
dont I'acquisition a été la plus fortement diminugre réponse a l'ablation chez le
génotype sauvage (-72 %, Figure 7.1).

Dans I'expérience 750 ppm, contrairement a 380 plamgmentation d’accumulation
de C dans la biomasse observée pour le génotypk Rf2 a I'ablation des nodosités a été
atténuée a 750 ppm, pour devenir 2 fois plus fableon significative (Tableau 7.2). Pour le
génotype P64, I'ablation des nodosités a été assacune diminution de I'assimilation du C

"



% Variation de la vitesse de fixatit
symbiotique d’azote en réponse a I'ablation
racines intacte:

(% variation par rapport aux témoins aux

Sauvage P64 P118 P121

Figure 7.1Effet de la réponse de lavitesse defixation symbiotique d’N a I'ablation d’une
partie des racines nodulées sous 3 teneurs en différentes, pour 4 génotypes de pois :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodularf®$4, P118 et P121lLa vitesse de
fixation symbiotique d’N des plantes ayant subblaion a été mesurée en gN fixé. jour
plante’, 5jours aprés le début du traitement, par marqismepique ad°N et exprimée en
variation par rapport aux plantes témoins aux eximtactes dans lI'expérience 150 ppm
(barres blanches), dans I'expérience 380 ppm (bajrises) et dans I'expérience 750 ppm
(barres noires). Les points rouges indiquent lergentage d’ablation des racines nodulées
avec leur écart type (barres verticales).
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dans la biomasse, du méme ordre de grandeur qugientation induite pour ce génotype
par I'utilisation d’une forte teneur en GQe I'atmosphére (cf Tableau 6.3).

Dans l'expérience a 380 ppm, l'ablation des racinedulées n’avait pas induit de
variation de I'accumulation du C dans la biomassar pes génotypes sauvage, P64, et P18,
mais avait induit une augmentation de + 37 % pewénotype P121.

Dans I'expérience 150 ppm, I'ablation des racinedutées n’'a pas eu d'impact gur
I'assimilation du C dans la biomasse chez les mgumlrlants mais a induit une diminution [de
— 38 % pour le génotype sauvage.

Dans I'expérience 750 ppm, I'ablation des racinedulées n’a pas eu d’'impact sur
'assimilation du C dans la biomasse chez le sav&]18 et P121, mais a induit une
diminution de — 33 % pour le génotype P64.

7.2.2 Impact sur la fixation symbiotique

La fixation symbiotique a été mesurée a l'aide diarquage isotopique atiN,
réalisé 5 jours apres l'ablation d’'une partie dasimes nodulées et analysé sur les plantes
récoltées aprés 8 jours de traitement.

Dans I'expérience menée a 150 ppm, la vitessexa¢idn symbiotique (en g N fixé.
jour™. planté') a diminué de -72 %, -41 %, -50 % et -35 % posrdénotypes sauvage, P64,
P118 et P121, suite a l'ablation de la moitié dasines nodulées, par comparaison aux
plantes dont les racines sont restées intactear@-ig1).

Pour les génotypesauvage et P118cet impact a été du méme ordre de grandeur que
celui mesuré a 380 ppm, avec un impact de lI'ablates racines nodulées sur I'activité
spécifique de fixation des nodosités également dmenordre de grandeur qu'a 380 ppm
(diminution autour de -60 % pour le sauvage etl@e% pour P118) (Figure 7.2).

Pour les génotypeB64 et P12]1 I'impact de I'ablation des racines nodulées sur |
vitesse de fixation symbiotique a été moindre diemv-40 % par rapport a I'impact mesuré a
380 ppm. Ce moindre impact a été associé a un inmphcle I'ablation des racines nodulées
sur l'activité spécifique de fixation des nodosipsur le génotype P64 et positif (+ 50 %)
chez P121, alors que I'impact a 380 ppm était autieu-40 % pour ces 2 genotypes (Figure
7.2).

Dans l'expérience menée a 750 ppm, la vitessexa¢éidn symbiotique (en g N fixée.
jour™. planté’) a diminué de -83 %, -82 %, -78 % et -50 % poardénotypes sauvage, P64,
P118 et P121, respectivement, suite a l'ablationladenoitié des racines nodulées, par
comparaison aux plantes dont les racines sone®sttactes (Figure 7.1).

Chez lesauvage I'impact de I'ablation de la moitié des racinexinlées sur la vitesse
de fixation symbiotique d’'N et sur l'activité spigue des nodosités n’'a pas varié entre les
expériences 380 et 750 ppm (autour de -80% et -Gib&b ces 2 variables respectivement,
par rapport aux plantes dont les racines sontggstéactes) (Figures 7.1 et 7.2).

#$
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Figure 7.2Effet de la réponse de l'activité spécifique de fation d’'N a I'ablation d’'une
partie des racines nodulées, sous 3 différentes @mrs en CQ, pour 4 génotypes de pois :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulan®64, P118 et P121L'activité
spécifique de fixation d’N des nodosités des patgant subi I'ablation a été mesurée en gN
fixé. jour™. g* nodosité, 5 jours aprés le début du traitememtpmEquage isotopique &tN

et exprimée en variation par rapport aux plantasotds aux racines intactes dans
'expérience 150 ppm (barres blanches), dans I'eepée 380 ppm (barres grises) et dans
'expérience 750 ppm (barres noires). ns signifie dactivité spécifique de fixation des
plantes ayant subi I'ablation n’est pas significatnent différente de celle des plantes aux
racines intactes (test 2 a 2 de Student).
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PourP64 et P121])a diminution de la vitesse de fixation symbiotigele réponse a
'ablation a été du méme ordre de grandeur qu'a [@8® bien que Iégérement plus élevée
chez P64 (-80 % vs -70 %), et légérement plusdaiblez P121 (-50 % vs -62 %) (Figure
7.1), avec une chute d’activité spécifique du mérdre de grandeur a 750 ppm qu’a 380
ppm (autour de -40 % pour les 2 génotypes) (Figuze

PourP118,la diminution de la vitesse de fixation symbioticgre réponse a I'ablation
a été beaucoup plus élevée qu’a 380 ppm (-78 %46/86), avec une forte chute de I'activité
spécifique de fixation a 750 ppm (-57 %) alors tudiminution n’était que de -17 % a 380
ppm (Figure 7.2).

7.2.3 Impact sur le statut N

L’étude de I'Indice de Nutrition Azotée (INN) indig le statut N de la plante, et
permet d’analyser le niveau de satisfaction desibesn N pour la croissance de la plante.
Suite a I'ablation d’'une partie des racines nodyl@&@us avons montré que I'acquisition d’N
a diminué pour tous les génotypes (partie 4). Nams également montré que I'exposition a
différentes teneurs atmosphériques er, @Onduit des variations de croissance (partie 6),
modifiant par conséquent les besoins en N assetiélsnc le statut azoté de la plante. Par
ailleurs, la dérégulation de la formation des nadeschez les mutants hypernodulants est
associée a une dérégulation de la perception tlut stzoté par ces plantes.

Nous pouvons faire I'hypothése que la nutritiontéeoet la réponse de la fixation
symbiotique aux variations de statut N induite f[gacombinaison des traitements « ablation
des racines nodulées » et « modification des tenewar CQ» pourra étre différemment
affectée par I'ablation d’une partie des racineslnt&es sous différentes teneurs en, Ckez
les mutants hypernodulants comparés a un sauvageue la réponse adaptative des
génotypes sera différente.

Chez le sauvagela diminution de la fixation symbiotique d’azosjite a I'ablation,
était relativement proche entre expériences meaéles teneurs en G@ifférentes (entre -72
et -83 %) (Figure 7.1). On observe que I'expositioes teneurs atmosphériques en, CO
différentes n’a pas impacté la réponse de I'INRaBlation des racines nodulées. En effet, en
réponse a l'ablation et a la baisse de la fixatl@zote associée, 'INN a diminué de -14 a -
17 % quelle que soit la teneur en £d& I'atmosphére (Figure 7.3). Ainsi, suite a lathin,
'INN est devenu inférieur a 1 (entre 0.74 et O@8&ir les 3 expériences), signifiant que la
nutrition azotée est devenue légerement insufiesantimite ainsi la croissance du génotype
sauvage, celui-ci étant en état de carence ee.axot50 ppm, le cumul des effets négatifs
des traitements « forte teneur en £8Cet « ablation des racines nodulées » ont coraluit
'INN le plus bas (0.74).

Chez le mutant P64,a l'inverse du sauvage, la réponse de I'INN aldtbn des
racines nodulées a été difféerente selon les tereuEQ expérimentées (Figure 7.3). A 380
ppm, l'ablation avait induit une diminution de -2¢l de I'INN passant de 0.94 a 0.72
induisant ainsi une nutrition trés insuffisanteNe(figure 7.3 B.), alors qu’a 150 ppm et a 750
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Figure 7.3Effet de la réponse de I'iIndice de Nutrition Azotég(INN) a I'ablation d’'une
partie des racines nodulées, sous 3 différentes &ms en CQ pour 4 génotypes de pois :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulaf§4, P118 et P121’INN des plantes
témoins dont les racines nodulées sont restéedastébarres noires) et ayant subi I'ablation
(barres blanches) a été mesuré 8 jours apres lé déliraitement dans A : I'expérience 150
ppm, B : I'expérience 380 ppm et C: dans I'exp@ee 750 ppm. Les barres verticales
indiquent I'écart type. * représente une difféeresamificative (*: P 0.05, **: P 0.01, ***

P 0.001).
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ppm, I'ablation des nodosités a été associée aaintien de I'INN, par rapport aux plantes
témoins aux racines intactes (Figure 7.3 A. et B.).

Dans I'expérience 150 ppm, par rapport a 'expgr@emenée a 380 ppm, I'ablation
d’'une partie des racines nodulées n’a pas induiliméution de I'INN, permettant au P64 de
conserver un INN Iégérement supérieur a 1 (1.03)ifsant une nutrition azotée faiblement
supra-optimale (Figure 7.3 A.). Ces résultats sombettre en relation avec le maintien de
l'activité spécifiqgue de fixation observé chez P8dite a I'ablation a 150 ppm (Figure 7.2),
alors que l'activité spécifique de fixation avaitmihué en réponse a I'ablation a 380 ppm
(Figure 7.1).

A 750 ppm, la diminution de la vitesse de fixatidazote suite a I'ablation (Figure
7.1) s’est accompagnée d’'une diminution de I'adsition de C dans la biomasse chez P64 (-
33 %) (cf. Tableau 7.2), résultant en un maintied’tNN par comparaison aux plantes aux
racines intactes a 750 ppm (Figure 7.3 C.). Orpgssition des plantes témoins (aux racines
intactes) de P64 a une teneur élevée de 750 ppinidait une diminution de I'INN a une
valeur inférieure a 1 (0.76; Figure 7.3 C.). Cellerésultait de laugmentation de
I'assimilation de C dans la biomasse en répons&évation de la teneur en GCpar contre
associée a une faible diminution de la fixationzdie (Tableau 6.3). Cette faible valeur
d’INN traduisant une nutrition N insuffisante a é@mintenue suite a I'ablation des racines
nodulées (Figure 7.3 C.).

Chez le mutant P118)impact de I'ablation des nodosités sur I'INN & &imilaire a

150 ppm et 380 ppm, avec une baisse de I'INN deldéode -20 % dans les 2 conditions de
CO, atmosphérique, avec des valeurs diminuant de .92 d 0.78 respectivement, et donc
une nutrition azotée trés legerement insuffisaatesdes 2 expériences (Figure 7.3 A. et B.).
Cependant l'impact de l'utilisation d’'une teneur €0, de 750 ppm a été plus important.
Contrairement aux expériences a 150 ppm et a 380dgms lesquelles l'activité spécifique
de fixation des nodosités avait peu diminué (vaivait été maintenue) suite a l'ablation
(Figure 7.2), a 750 ppm, la chute de -57 % deildétspécifique de fixation par rapport aux
plantes aux racines intactes a négativement impactéutrition azotée, résultant en une
diminution de -34% de I'INN (passant de 1.07 a )).Td nutrition azotée devenant fortement
carencée en azote pour les plantes ayant subatiablde la moitié de leurs racines (Figure
7.3).

Pour le mutant P121,a 380 ppm, la forte biomasse des nodosités dagegl#&moins
aux racines intactes étant associée a un INN tngérieur & 1 (1.35), la nutrition azotée était
alors supra optimale. A 380 ppm, 'ablation de laitié des nodosités avait rétablit I'équilibre
entre offre et besoins en N pour la croissancejltegg en un INN de 0.9 (Figure 7.3 B.).
Chez les plantes témoins, l'utilisation d’'une failieneur en Cavait réduit de maniere
importante I'assimilation de C dans la biomassezdbd?121 (Partie 6, Tableau 6.1), et avait
été associée a une plus forte diminution de lsséeale fixation d’azote (Partie 6, Figure 6.1)
et donc a une diminution de l'indice de nutriticeoe (Partie 6, Figure 6.3). A 150 ppm,
suite a I'ablation de la moitié des racines nodsilé@n a observé une forte augmentation de
l'activité spécifique de fixation (+ 54%) compar@ex plantes témoins aux racines intactes
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(Figure 7.2), associée a une diminution de la s@ede fixation symbiotiqgue moins élevée
gu'a 380 ppm (Figure 7.1), et du méme ordre dedganque la diminution de croissance
induite par la diminution de la teneur en £d& I'atmosphére. Ainsi, a 150 ppm, la nutrition
azotée du P121 n’a pas été impactée par I'ablaésnracines nodulées, comme en témoigne
'absence de variation de 'INN entre plantes aysmbi I'ablation et plantes témoins aux
racines intactes, pour une valeur de 1.08 en ma&y@rigure 7.3 A.). Dans I'expérience 750
ppm, la fixation d’azote des plantes témoins edefoent diminuée, avec un INN passant de
1.35 a 380 ppm a 1.07 a 750 ppm (Partie 6, Figie Buite a I'ablation, I'activité spécifique
de fixation (Figure 7.2) et donc la vitesse detixa d’azote (Figure 7.1) ont encore chuté,
induisant une nutrition azotée légérement insuifisgINN de 0.88) (Figure 7.3 C.).

7.2.4 Synthese sur I'impact de I'ablation des racines nadées sur la
nutrition azotée en relation avec la croissance

L'impact des variations de teneur en ££0ir la réponse de la fixation symbiotique a
I'ablation de la moitié des racines nodulées ag#ibalement plus important chez les mutants
hypernodulants que chez le génotype sauvage.

A 150 ppm, en réponse a l'ablation de la moitié rdemnes nodulées, la diminution de
la biomasse des nodosités a logiguement entraigédiminution de la vitesse de fixation
d’azote chez tous les génotypes, de -72 % cheaueage et de -29 % a -50 % chez |les
hypernodulants. L'impact de Il'ablation des racimesdulées sur la vitesse de fixatipn
symbiotique a ainsi été du méme ordre de grand€ar3g0 ppm pour les génotypes sauvage
et P118, mais moindre pour P64 et P121.

A 150 ppm, comme a 380 ppm, l'activité spécifigque fikation a diminué chez le
sauvageen réponse a l'ablation, et a été maintenue @RiLEk8 L'ablation des racines
nodulées a induit une diminution de I'indice deritioin azotée a une valeur sub-optimale
chez le sauvage et P118, de maniere similairelé aeservée a 380 ppm.

Pour P64 et P121 a 150 ppm, contrairement a 380 ppm, l'activit€csiique de
fixation n’a pas diminué suite a I'ablation desimas nodulées, mais maintenue pour P64, et
augmentée pour P121. Pour ces génotypes, I'abldisrracines nodulées n’a pas induit de
variation de lindice de nutrition azotée, avec maintien a une nutrition azotée optimale,
alors que I'on avait observé une diminution de NIld 380 ppm.

A 750 ppm, en réponse a l'ablation des racines léedula vitesse de fixation d’azate
a fortement diminué chez le sauvage et les muRédset P118 (entre -78 % et -83 %), alors
que la diminution a été plus modérée chez le PEL%).

Ainsi, lI'impact de [l'ablation des racines noduléssr la vitesse de fixation
symbiotiqgue a été du méme ordre de grandeur qua@8n pour le génotypsauvage
légerement plus élevée po@64, et |égerement moindre poulrl2l, sans modification
substantielle sur I'activité spécifique des nodasiavec I'élévation de la teneur en G@ur
ces 3 genotypes.
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Pour P118 I'impact de I'ablation des nodosités sur la \stesle fixation symbiotiqu
a eté beaucoup plus élevé a 750 ppm qu’'a 380 ppec, @ne plus forte diminution de |a
vitesse de fixation symbiotique et de l'activité&sifique des nodosités qu’'a 380 ppm.

L’exposition a une forte teneur en g@ssociée a I'ablation d’une partie des racines
ont résulté erune nutrition azotée insuffisante pour tous lesog@mes Pour les génotypes
P118 et P121, I'INN a diminué suite a I'ablatiorsdacines nodulées a 750 ppm, en raison
d’'une diminution de l'activité spécifique des noiiés, plus forte pour P118 que pour P121
(et associée a une légere (mais non significaiugjnentation de I'assimilation du C dan
biomasse). Pour P64, la diminution d’activité spgae de fixation des nodosités suit
I'ablation des racines nodulées a été compenséemediminution de I'assimilation du
dans la biomasse du méme ordre de grandeur, nésettain INN équivalent pour les plantes
témoins et les plantes ayant subi I'ablation. Pleugénotype sauvage, I'INN a légérement
diminué suite a I'ablation des racines nodulées;@rérence avec la diminution de l'activjté
spécifigue de fixation des nodosités, par compamaigux plantes témoins aux racines
intactes.

7.2.5 Discussion sur I'impact de I'ablation des racines edulées sur la
nutrition N en relation avec la croissance

A 150 ppm : Pour les plantes témoins des mutanpempdulantsP64 et P12] la
diminution d’assimilation du carbone dans la bioseadans I'expérience a 150 ppm avait éte
associée a une activité spécifique de fixation gleiment plus faible, comparée a I'expérience
380 ppm, induisant une fixation d’azote signifigatnent plus faible chez P121 et Iégerement
diminuée chez P64. Chez P64 et P121, la diminud®mhactivité spécifique en réponse a la
diminution de la teneur en G@ été interprétée dans la partie 6 comme unedliimit par les
assimilats carbonés, résultat d’'une augmentatida dempétition pour le C entre I'allocation
vers des dépenses énergétiques lieées a I'actpéigfgue de fixation de Net I'allocation du
C vers la croissance des nodosités. L'ablatioradeditié des racines nodulées a entrainé une
diminution importante de la biomasse des racinedulées, induisant ainsi une forte
diminution des dépenses en C pour la formatiomtiéien et le fonctionnement des
nodosités. En cohérence avec les hypotheses esligis la partie 6, cette diminution des
dépenses en C induite par l'ablation de la moigé garties racinaires pourrait expliquer
laugmentation de I'activité spécifique en réporesd’ablation de la moitié des racines
nodulées a 150 ppm, la réponse étant d’autant fotie que la quantité de nodosités
« retirées » était plus importante (P121 par rappoP64). Cette réponse expliquerait le
maintien de I'INN suite a I'ablation des racinesinl&es pour ces 2 génotypes (P64, P121).

Pour P118 a 150 ppm, l'activité spécifique des nodosité&téamaintenue au méme
niveau qu’a 380 ppm, pour les plantes témoins compoue les plantes ayant subi I'ablation ;
pour ce génotype, la diminution de vitesse de iftxasymbiotique suite a I'ablation a par
conséquent été du méme ordre de grandeur que kegnvage d’ablation des nodosités,
induisant une réponse de la fixation symbiotiglialdation similaire a 380 ppm et 150 ppm,
avec en conséquence une diminution de I'INN enngéea I'ablation dans les 2 conditions de
CO..
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Chez lesauvage en réponse a I'abaissement de la teneur enaCk80 ppm, la vitesse
de fixation symbiotique des plantes témoins aviaiitué dans les mémes proportions que la
diminution d’assimilation du C dans la biomasseaecord avec I'hypothese d’une régulation
de la fixation symbiotique par le statut azoté al@lante, avec un maintien de I'INN a 1. A
150 ppm, comme a 380 ppm, l'ablation des racinedulées a induit une diminution de
l'activité spécifique des nodosités, de l'ordre 5@ & 60 %. Comme a 380 ppm, cette
diminution de l'activité spécifique de fixation avé&ablation des parties racinaires pourrait
étre attribuée a une limitation du prélevementan @ en autres éléments minéraux, du fait
de la perte d’'une moitié du systeme racinaire. landre effet négatif de I'ablation sur
lactivité spécifique de fixation effet & 150 pprbZ %) par rapport & 380 ppm (-62 %)
pourrait s’expliquer par la moindre croissance @ apm (assimilation de C dans la biomasse
réduite de — 24 %), générant de moindres besoies@m®t minéraux.

Ainsi, pour les génotypesauvage et P118contrairement a nos hypothéses de départ,
(et pour des raisons différentes), I'expositionna taible teneur en GQle I'atmosphére n'a
pas atténué les effets d’'une ablation des racindslées sur le statut azoté de la plante : en
effet, a 150 ppm comme a 380 ppm, par comparaisonpéantes témoins aux racines
intactes, I'ablation des racines nodulées a étécass a une diminution de la fixation
symbiotique, sans modification substantielle dedimilation du C dans la biomasse, résultant
en une carence azotée pour les plantes ayant 'ablation. En effet, I'impact négatif de
I'ablation sur I'activité spécifique de fixationnfpact fort pour le sauvage, mais faible pour
P118) a été similaire a 380 ppm et 150 ppm, etpaséquent I'impact a I'échelle de la plante
sur la vitesse de fixation symbiotique a été égal@nsimilaire pour les 2 teneurs en Q2
I'atmosphére, proportionnel au pourcentage d’ataties racines nodulées pour P118, et plus
gue proportionnel pour le génotype sauvage.

Pour les génotype$64 et P121 conformément a nos hypothéses de départ,
I'exposition a une faible teneur en €@ atténué les effets de I'ablation sur le staroté@de
la plante, avec un maintien de I'INN a 1. Toutefaientrairement a nos hypothéses, cette
atténuation n’a pas été attribuée a la diminuties loesoins en azote pour la croissance, mais
plutét a une relative « levée » de la limitationl'detivité spécifique des nodosités (maintien
de I'activité spécifique pour P64, augmentationrd®l21) par les assimilats carbonés alloués
a la croissance des nodosités en réponse a l@|&tette moindre limitation étant attribuée a
la diminution des dépenses énergétiques au sesgsdleme racinaire du fait de la suppression
de la moitié du systéme racinaire (et donc des sit# puits fort en C).

A 750 ppm : Précédemment, on avait mentionné queodebreuses études chez le
haricot (Haase et al. 2007), le soja (Cen et Lay2@04; Prévost et al. 2009) ont montré
gu’'une teneur en CQOeélevée induisait une augmentation de la fixatidazate par
augmentation de la croissance des nodosités etigmentation de l'activité nitrogénase
(Hartwig 1998; Zanetti et al. 1998; Cen et LayZ04; Prévost et al. 2009; Rogers et al.
2009). Nos résultats sur plusieurs génotypes de (pairtie 6) ont cependant montré que la
fixation d’azote était similaire, voire plus faibdeforte teneur en GQromparée a une teneur
en CQ ambiante. Nous avions fait 'hypothése d'une catitipé entre le C alloué a la

croissance des nodosités, augmenté en répondévatién de la teneur en GCet celui
#






12 3 6 7 3 3 &

nécessaire a leur fonctionnement. Nous avions mé&vilence une interaction négative entre
lactivité spécifique de fixation des nodositésla@tquantité de C allouée a leur croissance
(Partie 6. Figure 6.5).

Dans notre étude, pour les génotypes sauvage, &1R&21, conformément a notre
hypothése de départ, les effets négatifs de I'él@vale la teneur en Gt de I'ablation des
nodosités sur le statut azoté de la plante se @aomiulés, résultant a 750 ppm en une
diminution de I'INN des plantes aux racines coup@es rapport aux plantes intactes, i.e en
une augmentation de la carence en azote suitebfatlan pour ces génotypes. Pour le
génotype P64 en revanche, la diminution de fixatbtymbiotigue des nodosités suite a
I'ablation des racines nodulées a été associe® ppih a une diminution de I'assimilation du
C dans la biomasse du méme ordre de grandeurtaiésein un INN équivalent pour les
plantes témoins et les plantes ayant subi I'albiatio

Les études expérimentales analysant I'impact dfarte teneur en COsur la fixation
d’azote n’incluent pas I'impact de stress biotiggemame les ravageurs, conduisant comme
I'ablation, & une modification des capacités datfon d’azote. Haase et al. (2007) dans son
étude sur limpact d’une augmentation de la teretumosphérique en GGsur le haricot
(Phaseolus vulgar)set Kirschbaum (2011) dans sa review sur les £flaine augmentation
de la photosynthése sur la croissance des plam@straient qu’a forte teneur en gQes
limitations provoquées par le manque de nutrimentd’eau pouvaient étre exacerbées. Dans
notre étude, a forte teneur en £ Ceffet multi stress suite a I'ablation (déficmnen N, P, K,

S et stress hydrique) a pu étre un facteur liminéponse du systeme fixateur.

Enfin, Guo et al. (2012) ont analysé l'impact d'ufeete teneur en COsur la
résistance (capacité a empécher un dommage) aildearice (capacité a répondre et a
compenser par la croissance suite a un dommage®) stireiss biotique chez un génotype
sauvage de tomatéycopersicum esculentyrde 5 semaines. Leurs résultats suggérent que
limpact de dommages causés par un stress biotigorene les ravageurs est plus important a
teneur en C@ élevée, confirmant les observations faites parsklaat al. (2007) et
Kirschbaum (2011).
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Figure 7.4Effet de la réponse de la croissance des racined'a@blation d’une partie des
racines nodulées, sous 3 différentes teneurs en €@our 4 génotypes de pois : Frisson
sauvage et 3 de ses mutants hypernodulants P64, BEt P121.La biomasse des racines a
été mesurée en g. plarite8 jours aprés le début du traitement, et exprigréeariation par
rapport aux plantes témoins aux racines intactes dexpérience 150 ppm (barres blanches),
dans I'expérience 380 ppm (barres grises) et darpdrience 750 ppm (barres noires). Les
points rouges indiquent le pourcentage d’ablatiea dhcines nodulées avec leur écart type
(barres verticales). L'impact de I'ablation sur deoissance des racines a été décrit en
comparant le % de variation aux pourcentages diablaes racines nodulées (cf matériels et
méthode 3.6), et noté a l'aide des signes (+), ¢hg}). Ainsi un pourcentage de variation
supérieur au pourcentage d’ablation des racinesléesl (par ex > — 50 %) indique un effet
positif de I'ablation sur la croissance des racings pourcentage de variation autour du
pourcentage d’ablation des racines nodulées unenabsd’effet et un pourcentage de
variation inférieur au pourcentage d’ablation dasrres nodulées (par ex < - 50 %) indique
un effet négatif.
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7.3 Impact sur la croissance

Nous avons montré dans la partie 4 que I'ablationalpartie des racines nodulées a
induit une modification précoce des flux de C entempartiments, associée a des
modifications de force de puits des compartimemtstesrains, associées ou non a des
modifications de croissance des racines et dessitédoobservables 8 jours apres ablation.
Nous avons cherché a comprendre quelles sontpessés adaptatives mises en place par les
4 génotypes en réponse a l'ablation via des madifins de croissance, et leurs variations
sous I'effet de modifications de la teneur en,@@ I'atmosphére.

7.3.1 Impact sur la croissance des nodosités et des raem

Comme dans la partie 4, nous avons analysé I'eléet'ablation de la moitié des
racines nodulées sur la croissance des nodositeslg® racines) au cours des 8 jours de
traitements (voir Matériels et Méthodes). Ainsislpue les variations de biomasse de
nodosités (ou de racines) - entre plantes ayarnt/'sitation et plantes témoins aux racines
intactes - étaient supérieures au pourcentageatiabl(+ I'écart type), nous avons conclu a
une diminution de leur croissance suite a I'abhati@ I'inverse, des variations inférieures au
pourcentage d’ablation (z I'écart type) nous oneaéna conclure a une augmentation de leur
croissance suite a I'ablation.

Pour le génotype sauvage, par comparaison auxegla@imoins aux racines intactes,
la croissance des racines (Figure 7.4) et des nédd§igure 7.5) n'a pas significativement
varié suite a l'ablation des racines nodulées a Bgth et a 750 ppm alors que dans
'expérience a 150 ppm, la croissance des racindssnodosités a faiblement augmenté suite
a I'ablation des racines nodulées.

Pour P64, suite a I'ablation des racines nodul&esgponse de la croissance des
racines a été supérieure a la réponse de la anomssies nodosités aux 3 teneurs en.CO
Ainsi, l'augmentation de la croissance des racswete a I'ablation a 380 ppm, a été forte a
150 ppm, alors que la croissance des nodositépasavarié suite a I'ablation. A 750 ppm,
suite a I'ablation, la croissance des racines aréintenue alors que celle des nodosités a
ralenti, par comparaison aux plantes témoins atirea intactes (Figures 7.4 et 7.5).

Pour P118, la réponse a l'ablation des racinesléedia été similaire a 150 ppm et a
750 ppm, avec une augmentation modérée de la anmissles racines, sans modification de
la croissance des nodosités. A 380 ppm, en répan&blation des racines nodulées, la
croissance des racines et des nodosités a augmesdérément, et dans les mémes
proportions (Figures 7.4 et 7.5).

P121 est le seul génotype pour lequel la répotisblation des racines nodulées a été
similaire en tendance aux 3 teneurs enp,GWec une augmentation conjointe de la croissance
des racines et des nodosités suite a I'ablationtefois 'augmentation de la croissance a été
forte et du méme ordre de grandeur pour les ra@héss nodosités a 380 ppm mais la plus
forte pour les racines a 750 ppm et la plus foaer pes nodosités a 150 ppm (Figures 7.4 et
7.5).



% Variation de la biomasse d
nodosités en réponse a I'ablation
(% variation par rapport aux témoins
aux racines intactes)

+(-+ -+ - + -+ -+ + -+(-+ - +(-+(-+(-

Sauvage P64 P118 P121

Figure 7.5Effet de la réponse de la croissance des nodositésablation d’'une partie des
racines nodulées, sous 3 différentes teneurs en €@our 4 génotypes de pois : Frisson
sauvage et 3 de ses mutants hypernodulants P64, BEt P121.1 a biomasse des nodosités
a été mesurée en g. plant® jours aprés le début du traitement, et exprigréeariation par
rapport aux plantes témoins aux nodosités intadess I'expérience 150 ppm (barres
blanches), dans I'expérience 380 ppm (barres grisedans I'expérience 750 ppm (barres
noires). Les points rouges indiquent le pourcentdigblation des nodosités nodulées avec
leur écart type (barres verticales). L'impact deblation sur la croissance des nodosités a été
décrit en comparant le % de variation aux pouraggdal’ablation des nodosités nodulées (cf
matériels et méthode 3.6), et noté a l'aide desesig+), (ns) et (-). Ainsi un pourcentage de
variation supérieur au pourcentage d’ablation dedosités nodulées (par ex > — 50 %)
indique un effet positif de I'ablation sur la creééice des nodosités, un pourcentage de
variation autour du pourcentage d’ablation desositéls nodulées une absence d’effet et un
pourcentage de variation inférieur au pourcentagelation des nodosités nodulées (par ex <
- 50 %) indigue un effet négatif.
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7.3.2 Impact sur la croissance des parties aériennes

Dans I'expérience 150 ppm, on a observé un rakarient de la croissance des
parties aériennes du sauvage de -19 % suite atfiablde la moitié des racines nodulées. Ce
résultat est opposé a celui observé dans I'expe=i@80 ppm ou suite a I'ablation, il y avait
eu une légére accélération de la croissance deéegaériennes chez le sauvage. En revanche,
les hypernodulants ont montré une réponse simikxitee les expériences 150 et 380 ppm,
soit aucune variation significative de la croissardes parties aériennes en réponse a
I'ablation (Figure 7.6).

Dans l'expérience 750 ppm, la croissance des pad&riennes n'a été modifiée
significativement chez aucun génotype suite a &t (Figure 7.6).
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Figure 7.6Effet de la réponse de la croissance des partiegreennes a 'ablation d’'une
partie des racines nodulées, sous 3 différentes tams en CQ pour 4 génotypes de pois :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulai®$4, P118 et P121.a biomasse des
parties aériennes a été mesurée en g. pladtpurs aprés le début du traitement et exprimée
en variation par rapport aux plantes témoins awosités intactes dans I'expérience 150 ppm
(barres blanches), dans I'expérience 380 ppm (bajrises) et dans I'expérience 750 ppm
(barres noires). ns indique qu’il N’y a pas d’egnificatif de I'ablation sur la croissance des
parties aériennes (test 2 a 2 de Student).
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7.4 Impact sur la répartition du C entre les compartimis

La répartition du C entre les compartiments deldatp a été analysée en considérant
d'une part lallocation du C nouvellement assimdéns la biomasse entre les parties
aériennes et racinaires, et d'autre part entreesacet nodosités, en considérant la force de
puits pour le carbone des différents compartimeptsties aériennes, racines et nodosités.

7.4.1 Allocation du C entre parties aériennes et partiesacinaires

Comme pour la croissance des racines et des néslodés variations du ratio
d’allocation du carbone entre parties aérienngmeties racinaires (calculé comme le ratio de
la quantité de C allouée aux parties racinaireawounodosités divisé par la quantité totale de
C accumulée dans la plante entiere) doivent s’aealgar rapport au pourcentage d’ablation
des parties racinaires.

Ainsi, a 380 ppm, pour tous les génotypes, la ditmim de ce ratio suite a I'ablation
des parties racinaires, dans une proportion infégi@u pourcentage d’ablation des racines
nodulées, a indiqué une augmentation (faible) aéotation du C a la biomasse des racines
nodulées en réponse a l'ablation (mais lIégerenlastimportante pour P118) (Tableau 7.3).

A 150 ppm, les variations de ratios, positives alles pour tous les génotypes,
indiquent une forte augmentation de 'allocation@la la biomasse des racines nodulées suite
a l'ablation, par comparaison aux plantes aux excimtactes, en cohérence avec la faible
diminution de la force de puits aériennes et la totte augmentation de la force des puits des
racines et des nodosités (Tableau 7.3). L'augmentalu ratio d’allocation du carbone aux
parties racinaires en réponse a I'ablation a é& étevée pour le sauvage, élevée pour P64 et
P118, et moins forte pour P121 (Tableau 7.3).

Il faut rappeler que la diminution de la teneur @@, & 150 ppm avait induit chez les
plantes témoins une baisse de I'allocation du C parties racinaires pour le sauvage et P64,
et une augmentation pour P118 et P121 (cf parfie 6.

A 750 ppm, les variations du ratio d’allocation@arbone aux parties racinaires et aux
nodosités ont été négatives pour tous les génatiAmes le sauvage et P64, ces variations ont
eté du méme ordre de grandeur que le pourcentatpdatbn des racines nodulées, indiquant
une absence de variation de l'allocation du C acines nodulées pour ces géenotypes en
réponse a l'ablation a 750 ppm. Du fait de l'aldatide la moitié des parties racinaires,
'absence de variation de Il'allocation du C auxtigarracinaires est en cohérence avec la
faible variation des forces de puits des différemspartiments. (Tableau 7.3).

Pour les génotypes P118 et P121, la variation alé&érement inférieure au
pourcentage d’ablation, indiquant une légere augatien de I'allocation du C a la biomasse
des racines nodulées pour ce génotype en répdiagaaion a 750 ppm, en cohérence avec
'augmentation modérée de la force de puits demeac(mais pas des nodosités) (Tableau
7.3).

H##



Tableau 7.3 Impact de I'ablation d'une partie desirres nodulées sous 3 teneurs atmosphériques gwlifi€dentes sur la répartition du C
nouvellement photosynthétisé dans la biomasse altiepaériennes, des racines et des nodosités giasotypes de pois : le Frisson sauvage et
3 de ses mutants hypernodulants P64, P118 et mME&lres effectuées 8 jours apres le début dunrarie

Teneuren CO, Sernotye Répartition du carbone nouvellement photosynthétisé Force de puits
atmosphérique Racines nodulées / Nodosités / Nodosités / Partie . "
- . , N L. Racine Nodosité
Plante entiere Racines nodulées Plante entiere aérienne
Sauvage *+61% -3% (ns) *+ 59% -32% +112% + 89%
150 ppm P64 *+ 24% -45% *-27% -19% + 176% + 30%
P118 *+ 29% -24% *-2% (ns) -11% + 209% + 82%
P121 *-2% (ns) -3% (ns) *-3% (ns) +12% +127% + 75%
Sauvage *-34% -2% (ns) *-35% +12% + 40% + 38%
380 ppm P64 *-21% -25% *-40% + 14% + 100% + 30%
P118 *+ 9% (ns) -9% *-1% (ns) -1% (ns) +119% + 74%
P121 *17% -71% *-24% + 14% +153% + 80%
Sauvage *-47% -3% (ns) *-47% + 6% (ns) + 4% (ns) + 7% (ns
750 ppm P64 *-56% -37% *-73% -10% -8% (ns) -18%
P118 *-40% -26% *-55% +22% + 55% + 19%
P121 *-38% -9% *-43% + 19% + 61% + 14%

Chaque valeur représente le pourcentage moyen riltima entre les plantes ayant subi I'ablationlest plantes témoins dont les racines
nodulées sont restées intactes, calculé sur 8gglaRbur chaque teneur atmosphérique e BMpact de I'ablation a été testé en utilisantu
comparaison 2 a 2 par un test de Student. « ngrésente une différence non significative. Les €aséorées en rouge indiquent un effet positif
de l'ablation, la couleur verte un effet négatifext cases bleues une absence d’effet. Pour legbles « racines nodulées / plantes entiére » et
« nodosités / plante entiere », le signe * signifigil a été tenu compte de la proportion de raxinedulées perdues lors de I'ablation dans
l'indication de I'effet de I'ablation par les coules : ainsi , un pourcentage de variation supéaeypourcentage d’ablation des racines nodulées

(en moyenne > — 50 %) indique un effet positif'dblation (couleur rouge), un pourcentage de vaneautour de - 50 % une absence d’effet et
un pourcentage de variation < inférieur a - 50 % effiet négatif (couleur verte).
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Il faut rappeler que I'élévation de la teneur en £LO750 ppm avait induit chez les
plantes témoins une absence de variation de lI'atioa du C aux parties racinaires pour le
sauvage et P64, et une augmentation pour P118 21 Rf partie 6.).

7.4.2 Allocation du C entre racines et nodosités au settes parties
racinaires

Pour les génotypes sauvage et P121, l'allocatio@ dux nodosités au sein des parties
racinaires n'a pas varié en réponse a l'ablatianrdeines nodulées pour aucune des teneurs
en CQ, comme en témoignent les variations des forcgsuits du méme ordre de grandeur
pour les racines et les nodosités en réponse ktiat (bien que supérieures pour P121 par
rapport au sauvage) (Tableau 7.3).

Pour P64, I'allocation du C aux nodosités au ses gharties racinaires a toujours été
réduite en réponse a l'ablation des racines nodulfieelle que soit la teneur en £0omme
en témoignent 'augmentation de la force de pusis hcines, toujours plus élevée que celle
des nodosités pour ce génotype (Tableau 7.3).

Pour le génotype P118, I'allocation du C aux na#gsau sein des parties racinaires
n’a pas varié suite a I'ablation a 380 ppm, avex\dgiations d’allocation du C aux racines et
aux nodosités en réponse a I'ablation du mémeeatdrgrandeur. Toutefois, a 150 ppm et a
750 ppm, l'allocation du C aux nodosités a dimimde 25 %, en faveur des racines, en
cohérence avec une augmentation de la force de gag racines beaucoup plus forte que
celle des nodosités en réponse a I'ablation dere=siuts en CQ(Tableau 7.3).

7.4.3 Synthese sur la croissance et I'allocation du C et compartiments

A 380 ppm, par comparaison aux plantes témoingatires intactes, I'ablation de |la
moitié des racines nodulées a globalement induit pous les génotypes une augmentation
assez importante du pourcentage d’allocation dwxCracines nodulées, du fait de la forte
augmentation de la force de puits des racines £nhddosités en réponse a lI'ablation. Cette
réponse, plus faible chez le sauvage, n'a pas tirgkiimodification de la croissance des
racines nodulées 8 jours apres l'ablation, alor®ligua induit une augmentation de |la
croissance des racines et des nodosités, modénéd®pt8, forte pour P121, avec pour P64,
une augmentation de la croissance des racines pasides nodosités.

A 150 ppm, l'ablation de la moitié des racines riéds a induit des variations des
forces de puits des racines et des nodosités glolest dans le méme sens que celles
observées a 380 ppm, mais avec une amplitude plwéed se traduisant par upe
augmentation significative de la croissance degeacpour tous les génotypes, mais une
augmentation significative de la croissance dessités 8 jours aprés ablation seulement
pour le sauvage et P121. Cette augmentation fte'da de puits des parties souterraines, a
faible niveau de croissance (réduit pour tous Esotypes par la faible teneur en £@ été
associée a une diminution de la force de puitspdees aeriennes. Cette diminution a |été
plus importante chez le sauvage, et s’est tradhiéz ce génotype par une diminution de

$$
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croissance aérienne 8 jours apres l'ablation. Het,eflu fait d’effets opposés sur

modification de I'équilibre fonctionnel C-N des iteanents « diminution de la teneur gen

CO, » et «ablation de la moitié des racines nodwéesn pouvait s’attendre a ume

atténuation de la réponse adaptative de la craissan’ablation des racines nodulées |via
'augmentation de l'allocation du carbone a leusrbasse, par comparaison a I'expérience
380 ppm. A l'inverse, dans nos expeériences, lanmgpade la croissance a I'ablation des

racines nodulées observée a 150 ppm a été suptaeatle observée a 380 ppm.

A 750 ppm, les réponses de la croissance a liahlae la moitié des racines nodulées

ont été beaucoup plus faibles qu'a 150 ppm et 380. fPour le génotype sauvage, I'ablat
de la moitié des racines nodulées n’a pas induimdelification des forces de puits d
différents compartiments et n’a donc pas (ou pedbit de variations de croissance pour
génotype.

A l'inverse, pour P64, la force de puits des pari€riennes et des nodosités a

on
es
ce

eté

réduite suite a I'ablation des nodosités, ce geststraduit en une diminution de la croissance

des nodosités, 8 jours aprés l'ablation, la dimorutde croissance des parties aérien
n'étant pas significative. Pour P64, ces variation$ été associées a une diminution
I'assimilation totale du C dans la biomasse.

Pour les génotypes P118 et P121, I'ablation deseamodulées a induit une faib
augmentation de la force de puits des nodositémetiugmentation un peu plus élevée d
force de puits des racines, se traduisant en ugraentation de la biomasse des racines ef
nodosités pour P121, et seulement en une augnantidila biomasse des racines pour P

A 750 ppm, les effets de I'ablation des racinesutées et de I'élévation de la tene
en CQ déséquilibrant I'équilibre fonctionnel dans le nesens, on pouvait s’attendre a U
accentuation de la réponse de la croissance dessacodulées en réponse a l'ablati
comparée a celle observée a 380 ppm. A l'inversas rmvons observé dans nos expérie
gue la réponse adaptative de la croissance desesanbdulées a I'ablation d’'une partie (
racines nodulées a été plus faible qu’a 380 ppm.
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Figure 7.7Activité spécifique de fixation en fonction de ladrce de puits des nodosités
suite a I'ablation d’'une partie des racines nodulée sous 3 différentes teneurs en GO
pour 4 génotypes de pois : Frisson sauvage et 3 ges mutants hypernodulants P64,
P118 et P121L activité spécifique de fixation (en gN fixé. joti g* nodosité) en fonction de

la force de puits des nodosités (en g C. Jouf* nodosité) a été mesurée 8 jours aprés le
début du traitement chez des plantes dont leseadant intactes (traits pleins) et des plantes
ayant subi I'ablation (traits pointillés) chez leusage (ronds violets), P64 (losanges bleus),
P118 (carrés rouges) et P121 (triangles verts) tHexgérience 150 ppm, I'expérience 380
ppm et dans I'expérience 750ppm.
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7.5 Synthese globale sur les réponses de la fixatiomisiptique et de la
croissance a l'ablation de la moitié des racinesdutees

7.5.1 Impact de la teneur en CQ sur la réponse a I'ablation de la moitié
des racines nodulées

Globalement, sur I'ensemble des 4 génotypes étudiésa observé en tendance un
impact négatif de I'ablation de la moitié des rasimodulées sur la fixation symbiotique par
comparaison aux plantes aux racines intactes (&igur). Afin de synthétiser la réponse des
composantes structurale et fonctionnelle de latifixasymbiotique de ces génotypes a
I'ablation des racines nodulées sous différentesuies en C@ nous avons représenté d’'une
part l'activité spécifique des nodosités en fonctate leur force de puits pour le carbone
(Figure 7.7), et d’autre part I'activité spécifiqde fixation symbiotique en fonction de la
guantité de C allouée a la biomasse des nodosiigsré 7.8), pour les différents génotypes et
traitements expérimentes.

En moyenne, pour les 4 génotypes, une réponsdadidapa l'ablation des racines
nodulées de type « structurale » a été observéejng augmentation de la force de puits des
nodosités. Par comparaison aux plantes témoindgdaly.3), cette réponse a été plus élevée
a 150 ppm qu’a 380 ppm, la réponse ayant été mfpible a 750 ppm (Tableau 7.3, Figure
7.7). Or, I'élévation de la teneur en gQ@vait également conduit a une élévation de leefor
de puits des nodosités des plantes témoins. Gloleale quelle que soit la teneur en L@
valeur atteinte suite a I'ablation des nodosité# @roche de la valeur atteinte par les plantes
témoins a 750 ppm ; ceci explique la moindre répaies la croissance des nodosités a forte
teneur en Cg par rapport aux plantes témoins, par comparasonautres teneurs en €O
Par ailleurs, la valeur maximale atteinte par l@déade puits des nodosités était similaire entre
génotypes, autour de 0.05 g C! godosité. jouf (Figure 7.7), suggérant une valeur
maximale pour le fond génétique Frisson.

En moyenne sur I'ensemble des génotypes, I'impégatif de I'ablation sur I'activité
spécifiqgue de fixation des nodosités (Figures a.2té le plus faible a 150 ppm et le plus
élevé a 750 ppm, avec un impact intermédiaire apgB0. L'impact négatif de I'ablation des
racines sur l'activité spécifique de fixation sywtiue avait été interprété dans les parties
précédentes comme l'effet d’'une limitation de Ieité de fixation symbiotique par une
probable limitation du prélevement d’éléments nangr et d’eau par le systeme racinaire
réduit de moitié. Cet effet a été d’autant plusomant que la teneur en G@tait élevée, et
donc que la croissance était élevée. En effet, lgsyplantes ayant subi I'ablation de la moitié
des racines nodulées, I'activité spécifique detixasymbiotique était en moyenne d’autant
plus faible que la teneur en €@e I'atmosphere était forte (Figure 7.8).

Ainsi, globalement, sur 'ensemble des génotype® reponse adaptative de type
« fonctionnelle » a également été observée suitabéation des racines nodulées, via un
éventuel maintien (ou moindre diminution) de I'ait® spécifique des nodosités (Figure 7.2),
par comparaison aux plantes témoins aux racinesteg. Cette réponse adaptative a été
globalement plus « forte » a 150 ppm, qu’a 380 pgia;méme plus « forte » qu’a 750 ppm
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Figure 7.8Activité spécifique de fixation en fonction de I'asimilation du C dans la
biomasse des nodosités suite a l'ablation d'une pé des racines nodulées sous 3
différentes teneurs en CQ pour 4 génotypes de pois: Frisson sauvage et 3 des
mutants hypernodulants P64, P118 et P121 activité spécifique de fixation (en gN fixé.
jour. g* nodosité) en fonction de la quantité totale desGirailé dans la biomasse des
nodosités (en g C. jour g* plante) a été mesurée 8 jours aprés le débutaitertrent des
plantes témoins dont les racines nodulées soaggttactes (symboles pleins) et ayant subi
I'ablation (symboles vides) dans I'expérience 1ptnp(A : triangles verts), I'expérience 380
ppm (B : carrés rouges) et dans I'expérience 750fpmosanges bleus).
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(Figure 7.2 et 7.7). Par ailleurs, chez les platdée®ins aux racines intactes (partie 6), pour
chaque teneur en GQune corrélation négative avait été observée duattdvité spécifiqgue

de fixation des nodosités et la quantité de C alsians la biomasse des nodosités (Figure
7.8), suggérant une compétition pour les assimilatsonés (plus forte pour la teneur en,CO
la plus faible). Suite a I'ablation des nodositése corrélation négative entre les 2 variables a
été obtenue a 150 ppm et a 380 ppm ; a 150 ppoenie a été beaucoup plus faible que celle
obtenue pour les plantes témoins aux racines e@gaeors qu’'a 380 ppm, la pente a été
similaire a celle des plantes témoins ; mais auconelation n'a été obtenue a 750 ppm pour
les plantes ayant subi I'ablation (Figure 7.8). @é&sultats suggérent que pour les plantes
ayant subi I'ablation, la compétition pour les askits C avec la croissance des racines
nodulées n'a pas été un facteur limitant de l'ag&igpécifique de fixation symbiotique a 750
ppm, mais qu’elle a limité — quoi que faiblemetiaetivité fixatrice a 150 ppm et 380 ppm.

Pour les plantes ayant subi I'ablation des racimedulées, nos résultats indiquent
donc que le facteur limitant majeur de I'activifgésifique de fixation symbiotique était la
compétition pour le C avec la croissance des nt&osi 150 ppm et le niveau de croissance
élevé a 750 ppm, les 2 facteurs entrant en jelDapAI.

Toutefois, I'implication relative des réponses stunales a différé selon les génotypes.
Ainsi, chez le sauvage, la composante structuraétéala composante majoritaire de la
réponse adaptative alors que la réponse a ététietisement fonctionnelle chez P118, et
« mixte » chez P121 et P64, avec des variatioms $alteneur en CQOle I'atmosphére.

7.5.2 Stratégies adaptatives des génotypes a I'ablatioreda moitié des
racines nodulées

Pour legénotype sauvagea 150 ppm et a 380 ppm, en réponse a I'ablatida deoitié
des racines nodulées, la force de puits des raetrdss nodosités a augmenté dans les mémes
proportions, mais avec une augmentation 2 fois @lexsée a 150 ppm qu’a 380 ppm.

A 150 ppm ceci a induit une légére augmentatiofadétesse de croissance des
racines et des nodosités, associée a une diminieida croissance aérienne.

A 380 ppm, les faibles augmentations des forcepuits des racines nodulées
en réponse a l'ablation n'ont pas pu induire deati@n de la croissance des
racines nodulées 8 jours aprées ablation.

A 750 ppm, l'ablation des racines nodulées n’a indwcune variation de
croissance des racines nodulées ou des partiesaési

Quelle que soit la teneur en gQ'impact de I'ablation sur la vitesse de fixation
symbiotique et sur l'activité spécifique de fixatieymbiotique a été similaire avec une forte
diminution de la vitesse de fixation symbiotiqu80%o) et de l'activité spécifique de fixation
(-60%). Ceci a induit une carence azotée, careswoart terme de 8 jours apres 'ablation des
racines, la faible augmentation de la croissance rdeines et des nodosités n'a pas été
suffisante pour rétablir I'équilibre fonctionneltesnutrition azotée et carbonée.
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Toutefois, I'impact de I'ablation des racines naghd sur la fixation symbiotique, bien
gue similaire entre teneurs en £@ été croissant avec la teneur en,Cbn effet, la
diminution de la teneur en GGi 150 ppm avait été associée a un maintien dévitgc
spécifique par rapport a 380 ppm (en relation averbaisse de la quantité totale de C alloué
a la biomasse des nodosités, dans un contexterdids C limitants), alors que I'élévation
de la teneur en CQOa 750 ppm avait été associée a une baisse devit@cpécifique (en
relation avec I'augmentation de l'allocation totdle C allouée a la biomasse des nodosités,
dans un contexte de photosynthéese augmentéejgiofe 6.5 de la partie 6.). Ainsi, les effets
de la teneur en CGsur I'activité spécifique de fixation symbiotigugien que de plus faible
amplitude, se sont additionnés a l'effet majeurl’dblation sur I'activité spécifique des
nodosités.

Pour legénotypeP64 : a 150 ppm et a 380 ppm, en réponse a |'ablatiola aeoitié

des racines nodulées, la force de puits des n@doaitaugmenté, cependant dans une bien
moindre proportion que celles des racines, et anecréponse plus forte a 150 ppm qu’a 380
ppm. Ceci a induit une augmentation de la vitesserdissance des racines 8 jours aprés
ablation, élevée a 150 ppm, faible a 380 ppm, B¢ RU750 ppm. La faible augmentation de
la force de puits des nodosités a été associée daible augmentation de la croissance des
nodosités a 150 ppm, et par un maintien de la saose de leurs racines a 380 ppm,
comparée aux plantes aux racines intactes. A 760 pablation des racines nodulées n’a pas
induit de variation de croissance des racines maigalentissement de la croissance des
nodosités.

L'impact de [lablation sur lactivité spécifique déxation symbiotique a été
globalement similaire a 380 ppm et 750 ppm, avexdiminution de l'activité spécifique de
fixation de I'ordre de - 40 % alors qu’a 150 pptactivité spécifique de fixation symbiotique
a été maintenue. Ainsi, comme pour le génotypeagM’impact négatif de I'ablation sur la
fixation symbiotique a été croissant, de 150 ppib@ ppm. Contrairement au sauvage pour
lequel la réponse adaptative a été seulement stalet la réponse adaptative du génotype
P64 a combiné au niveau des nodosités une réptmstusale (via leur force de puits) et
fonctionnelle (via leur activité spécifique de fiikan), toutes deux en interaction négative. De
150 ppm a 750 ppm, la réponse adaptative du géadtgd a I'ablation a été de faiblement
réduire a la fois son activité spécifique de figatet la croissance des nodosités par rapport a
celle des racines. Contrairement au sauvage, o&p@nse, combinée a des variations de
croissance aérienne (baisse de l'acquisition duafsda biomasse a faible teneur en,CO
augmentation a 750 ppm, mais diminution dans les\@séproportions a cette teneur suite a
I'ablation), a permis, seulement 8 jours apréstaiiad’ajuster nutrition azotée et carbonée,
guelle que soit la teneur en @ un niveau similaire a celui de plantes témains racines
intactes, déterminé par la teneur en,CONN proche de 1 a 150 ppm, légerement inférgeur
1 & 380 ppm et significativement inférieur a 1 8 ppm.

Le génotype P64 a donc présenté une réponse adaptat proche celle du
génotype sauvage a l'ablation des racines noduléessus différentes teneur en Cg avec
un impact sur la fixation symbiotique et sur laissance allant globalement dans le méme

sens et étant de méme amplitude. La difféerenceuregntre le génotype sauvage et le
$






12 3 6 7 3 3 &

génotype P64 réside dans une moindre réponse ceitsance des nodosités par rapport a
celle des racines a 'ablation des racines ou auations des teneurs en €@insi, pour le
génotype P64, contrairement au sauvage, la craiss#es racines a toujours été favorisée par
rapport a celle des nodosités ; il en résulte uomdne limitation de I'activité spécifique de
fixation symbiotique par les dépenses en C powrdéssance des nodosités, et de fait un
moindre impact de I'ablation des racines nodulagsl’activité spécifique de fixation chez
P64. Contrairement au sauvage, la réponse fondilenrdu génotype P64 est aussi
caractérisée par l'implicatiod’'une réponse fonctionnelle des nodosités, compiémre a
leur réponse structurale (la corrélation entrerépsnses étant interaction négative).

P118 :En réponse a I'ablation de la moitié des racinetutées, la force de puits des
nodosités a augmenté dans la méme proportion dig@s des racines a 380 ppm, mais moins
gue celle des racines a 150 ppm et 750 ppm, déardisle 150 ppm a 750 ppm. Huit jours
apres ablation, cette réponse s’est traduite pane) augmentation modérée de la vitesse de
croissance des racines et des nodosités a 380iippme augmentation modérée uniqguement
de la croissance des racines sans aucune modificdé la croissance des nodosités a 150
ppm et 750 ppm.

L'impact de I'ablation sur I'activité spécifique dixation de P118 a été tres faible a
150 ppm et 380 ppm ce qui n'a donc pas plus motifiétesse de fixation symbiotique que
le niveau d’ablation des racines nodulées. Au aimagtr a 750 ppm I'ablation des racines a
fortement réduit l'activité spécifique de fixationu méme niveau que pour les autres
génotypes. Pour ce génotype, cette réponse a imaeitliminution de I'activité spécifique de
fixation de -60 %, amplifiant ainsi I'impact nédatle I'ablation des racines nodulées, en
réduisant de 80 % la vitesse de fixation symbiaiqu

Pour P118, la réponse fonctionnelle associée arapense structurale faible a
modérée n’a toutefois pas permis de maintenir lldyae fonctionnel entre nutrition C et N
suite a I'ablation, avec une carence azotée medjéars apres I'ablation. Cette carence a
été la plus forte a 750 ppm du fait de la diminutite I'activité spécifigue en réponse a
I'ablation a 750 ppm, alors qu’elle avait été mamte aux autres teneurs.

P121 : Quel que soient les teneurs en £@n réponse a l'ablation des racines
nodulées, la force de puits des nodosités et d@sesaont augmenté de maniére similaire,
décroissante de 150 ppm a 750 ppm. Cette répoesetgduite par une augmentation de la
vitesse de croissance des racines et des nodesitéponse a I'ablation.

L’impact de I'ablation sur I'activité spécifique d121 a été modéré a 380 ppm et 750
ppm (environ - 40 %), avec une diminution de l&@sée de fixation symbiotique plus faible a
750 ppm (environ -60 %) qu’a 380 ppm (environ -7)) ®ar associée a une augmentation
plus importante de la croissance des nodosité® pEim. Cette réponse a induit une baisse de
'INN a 380 ppm et 750 ppm suite a l'ablation. Tefais, 'INN des plantes aux racines
intactes étant d’une valeur supérieure ou égale |ldNN des plantes ayant subi I'ablation
était d’une valeur seulement légerement infériéufle Ainsi, la nutrition azotée est devenue
légerement insuffisante suite a I'ablation a césn2urs en CO
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La réponse a I'ablation a différé pour ce génotydé0 ppm. En effet, 'ablation a été
associée a une augmentation de I'activité spéfdes nodosités de I'ordre de 40 %, du fait
de la moindre dépense en C engendrée par I'abldiola moitié des nodosités, puits fort
pour les assimilats. En effet, pour P121 la praportle biomasse de nodosité par rapport a la
biomasse totale de la plante est la plus élevdeuseles génotypes. Cette moindre dépense en
C a permis de lever la limitation de la fixationnmgyiotique par l'allocation du C aux
nodosités, en conditions d’assimilats C limitaitsi, pour le génotype P121, ces réponses
structurales et fonctionnelles de la fixation syotigjue a I'ablation des racines nodulées ont
éte associées au maintien de 'INN a 1 a 150 pprmé@&me niveau que les plantes aux racines
intactes.

Les génotypes P118 et P121 ont ainsi présenté dépanses adaptatives proches
entre elles,avec une augmentation systématique de la forcelit® ges nodosités en réponse
a I'ablation, quelle que soit la teneur en Cldutefoiscette réponse structurale de la fixation
symbiotique a I'ablation a été associée a une mpdonctionnelle chez P118. Chez P121, la
réponse fonctionnelle a été limitée par la fortecation du C a la biomasse des nodosités, du
fait de la forte proportion de nodosités dans lanizisse totale de la plante, associée a leur
force de puits tres élevée. Cette limitation adtnis été partiellement levée a 150 ppm, du
fait de I'ablation de la moitié des racines nods)éentrant fortement en compétition avec
I'activité de fixation en condition de disponibdien assimilats limitante.
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Conclusion générale et perspectives
1. Conclusion générale

Les principaux objectifs de cette thése étaiemaligser la réponse du pois lorsqu’une
partie de son systeme racinaire subit une abla@iette réponse a été étudiée en considérant
'effet de l'ablation d’'une part sur la fixation mpiotique d’azote réalisée par le couple
plante-rhizobium et d’autre part en évaluant lességuences sur la croissance de la plante et
de ses différents compartiments. Afin de compremeserelations d’ajustement potentielles
entre métabolisme carboné et azoté, nous avondudetgsté, au sein de notre dispositif
expérimental, 'impact de variations de la dispdiiden carbone sur la réponse de la plante
a l'ablation. Ceci a été réalisé i) en modulanpletosynthése par exposition transitoire des
plantes a différentes teneurs atmosphériques en e€Q) par variation génétique de la
guantité de nodosités, impactant potentiellementesmétabolisme carboné des plantes, via
l'utilisation du génotype de pois Frisson (variégauvage) et de trois génotypes
hypernodulants, mutés dans le fond génétique Frissbutilisation de mutants
hypernodulants visait de plus a évaluer si le nemburnuméraire de nodosités qu'ils
développent leur permettait de restaurer leur staté plus efficacement qu’'un génotype
sauvage, en cas de contraintes résultant de ka ¢berte partie du systeme souterrain.

BILAN DES RESULTATS OBTENUS

Réponse des génotypes a l'ablation d’'une partie dsysteme racinaire lors de
I'exposition a une teneur atmosphériqgue en C@ambiante de 380 ppm

Nos résultats ont montré qliablation de la moitié du systeme racinaire dingitu
chez chacun des génotypes étudiés l'activité sgéeifde fixation symbiotique par les
nodosités Une explication possible de ces résultats estl@yerte d’une partie des racines
nodulées induisait une déficience dans 'acquisities nutriments et de I'eau, essentiels a la
croissance de la plante, résultant ainsi en unendiion de I'activité spécifique de fixation.

La réponse des plantes a une ablation d’'une paiéeur systeme racinaire a différé
selon le génotype

Chez le génotype sauvage, on a observé un impaotiamt de I'ablation d’'une partie
des racines nodulées sur la composante foncti@ndellla fixation symbiotique d’azote. En
effet, I'activité spécifique de fixation d’'azotefartement diminué en réponse a I'ablation.
Cette réponse, associée a une absence de vadatiarvitesse de croissance des nodosités, a
résulté en une diminution importante de la vitedsefixation symbiotique d’azote suite a
I'ablation chez le génotype sauvage.

Les mutants hypernodulants ont montré une réagtévitablation d’une partie de leur
systeme racinaire globalement supérieure de celkadvage, via une modulation plus forte
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des composantes structurales et fonctionnellesede dysteme symbiotique de fixation
d’azote. Les réponses aregpendant différé entre mutants hypernodulants

- le mutant P118 a montré la plus forte réactivitéaBlation car son activité
spécifigue de fixation d'azote a trés peu diminu€ réponse a l'ablation. En
conséguence, cette réponse, associée a une faimeeatation de la croissance des
nodosités, a résulté en une réduction de la vitdsséxation symbiotique d’azote
dans la méme proportion que la proportion de racinedulées retirées lors de
I'ablation.

- le génotype P121 a montré une diminution de soiviEctspécifique de
fixation supérieure a celle du P118. Cependantigh@entation de la croissance des
nodosités a été la plus importante chez ce génaypeeponse a I'ablation ; et en
conséguence la vitesse de fixation symbiotique TR1R été diminuée (comme P118)
dans la méme proportion que 'ablation réalisée.

- le génotype P64 a montré une réactivité a I'abhatilu systeme fixateur
similaire a celle du sauvage. Suite a I'ablatiomm activité spécifique de fixation a
fortement diminué ; cette réponse, combinée a wserece d’augmentation de la
croissance des nodosités a court terme, a entraieéréduction de la vitesse de
fixation symbiotique d’azote en proportion supéreed celle de la proportion de
racines nodulées supprimée par I'ablation. Ainainp les hypernodulants, le mutant
P64 a ainsi montré la plus faible réactivité facdadlation d’'une partie de son
systéme racinaire.

L’ablation d’une partie des racines nodulées a imdume augmentation de la force de
puits pour le C importante des compartiments raicgg et plus faible du compartiment
aérien chez tous les génotypes, mais a impactéralifiment leur croissance 8 jours apres
I'ablation.

- on a observé chez le génotype sauvage uniquemertfaibnte accélération de
la croissance des parties aériennes mais aucundicatidn de la croissance des
parties racinaires ;

- chez le génotype P64, au sein du systeme racisairke la croissance des
racines s’est accébérsuite a I'ablation ;

- chez les mutants hypernodulants P118 et P121 issarce des racines et des
nodosités a été augmentée a court terme (8 joprs3 dablation.

Réponse des génotypes a une modification de la tanatmosphérique en CQ

Pour les plantes témoin aux racines intactes, ramams fait I'hypotheése que la
disponibilité en carbone issue de la photosyntpéswait étre un facteur limitant de I'activité
spécifique de fixation symbiotique des nodosités disponibilité en carbone a été modulée
par utilisation de 3 teneurs différentes en £&@mosphériqueEt nous avons analysé la
réponsale la fixation symbiotique et de la croissance mlastes témoins aux racines intactes
aux variations de la teneur en GO
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Exposition a une teneur en g@mosphérique de 150 pprille a réduit en moyenne
pour I'ensemble des génotypes la photosynthése dett- 49 % par rapport a la teneur en
CO, atmosphérique ambiante de 380 ppm. En réponsdiaiaution de la teneur en GO
I'activité spécifique de fixation a diminué modéreémh chez P64 et fortement chez P121, alors
gu’elle a augmenté chez le sauvage, et est restBle €hez P118. L’exposition a une faible
teneur en C@atmosphérique a négativement impacté la force dis ples nodosités, en
entrainant une diminution forte chez le génotypavage et le mutant P64 et modérée chez
P121. En revanche, chez P118, on n'a observé auwaneion de la force de puits des
nodosités apres 8 jours de traitements.GIGen résulte ainsi une diminution de la vitedse
fixation symbiotique en réponse a la diminutionldeteneur en C®uniquement chez le
mutant P121, celle des autre génotypes ayant ététenae (P118) ou lIégérement diminuée
(P64 et sauvage)

Conformément a notre hypothese de départ une dispitite en carbone réduite a
diminué I'activité spécifique de fixation d’azoteed nodosités chez certains genotypes.

Exposition & une teneur en @@tmosphérique de 750 ppnCette teneur en GO
atmosphérique élevée a augmenté la photosynthéseememoyenne de + 37 % par rapport a
la teneur ambiante de 380 ppm. L'augmentation detil/ité spécifique photosynthétique a
été la plus forte pour les génotypes sauvage et@&gendant seul le génotype P64 a assimilé
plus de C dans la biomasse que lorsqu’il a été sxpoune teneur en G@mosphérique de
380 ppm. Une teneur atmosphérique e, E@vée a réduit I'activité spécifique de fixation
chez tous les génotypes sauf P118, chez qui dlleesi®e stable. En revanche, la force de
puits des nodosités a augmenté chez tous les g@stynais de facon 2 a 3 fois plus élevée
chez P118 et P121 que chez les génotypes sauv®§d €En conséquence, une €élévation de
la teneur atmosphérique en £ 750 ppm a été associée a un maintien de laseitde
fixation symbiotique a I'échelle de la plante ergi€hez les mutants P64 et P118, et a une
diminution chez le sauvage et le P121.

Contrairement a ce que nous postulions, pour toas lgénotypes, une disponibilité
en carbone plus élevée n'a pas augmenté l'activiigécifigue de fixation d’azote des
nodosites.

Réponse des génotypes de pois a I'ablation d’'unerpa des racines nodulées sous 3
teneurs atmosphériques en Cedifférentes
Nous avons analysé la réponse des différents gée®® jours aprées I'ablation d’'une
partie du systeme souterrain, sous exposition & treneurs atmosphériques en L£O
différentes. Celles-ci peuvent avoir un effet sgigue ou antagoniste de celui de I'ablation
d’'une partie du systeme racinaire, sur la fixasgmbiotique d’azote et/ou sur la croissance
des différents compartiments des génotypes étudiés.

$#
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Impact sur I'équilibre C-N et sur la carence azotée

Nous avons fait I'hnypothése qu’une teneur en, @ible pourrait compenser les effets
de I'ablation des racines sur la fixation symbio#@gen atténuant a court terme l'intensité de
la carence azotée (mesurée par I'Indice de Nutridaotée ;INN), induite par I'ablation
racinaire. En effet, I'ablation des racines nodsiléel'impact de I'exposition a une faible
teneur en C@étant approximativement du méme ordre de granaeus d’'un effet oppose,
on pourra assister a une atténuation de I'impadiatéation des racines nodulées a 150 ppm,
compareé a lI'impact mesuré a la teneur en @©référence (380 ppm).

L’ablation d’'une partie des racines nodulées a temeur atmosphérique en €0
ambiante de 380 ppm avait induit une diminutioriadeitesse fixation symbiotique d’azote a
'échelle de la plante par diminution de Il'activigpécifique de fixation chez tous les
génotypes (plus faible chez P118) associée a wéaation de la croissance des nodosités,
uniquement chez P118 et P121.

Lors de [utilisation d'une faible teneur en gOseule la vitesse de fixation
symbiotique d’azote a I'échelle de la plante duag@pe P121 avait plus faiblement diminué
gue la proportion de racines nodulées retirée’phlation, alors qu’elle était du méme ordre
de grandeur pour les 3 autres génotypes. En patdlissimilation du C dans la biomasse a
été négativement impactée par I'ablation uniquenaielz le génotype sauvage, mais est
restée stable chez les trois mutants hypernodul&risconclusion, seuls les génotypes
sauvage et P118 ont montré une diminution de I'ibiNréponse a I'ablation, signifiant un
état de carence azotée, comme a 380 ppm, alorBll§Nedes mutants P64 et P121 n’a pas
étée modifié suite a I'ablation, la nutrition azot@stant optimale pour ces génotypes. Ainsi,
I'exposition a une faible teneur en €@ atténué a court terme I'impact de I'ablationzcles
génotypes P64 et P121 alors qu’elle a eu le méfeead carence N qu’'a 380 ppm chez les
génotypes sauvage et P118.

by

L’exposition a une teneur en G@levée pourrait accentuer les effets négatifs de
I'ablation des racines sur la nutrition N, en irgiiant a court terme la carence azotée induite
par la suppression de la moitié des racines nogllibés d’'une exposition a une teneur élevée
en CQ, on a observé en réponse a l'ablation que lasetéle fixation symbiotique d’'azote a
'échelle de la plante des génotypes sauvage, P@2LE8 a chuté plus fortement que la
proportion de racines nodulées retirée par I'abatEn revanche, suite a I'ablation, chez le
mutant P121, la diminution de la vitesse de fixasgmbiotique d’azote a été du méme ordre
de grandeur que la proportion de racines noduléesups lors de I'ablation. De plus, on a
observé que I'assimilation de C dans la biomase&aéduite de maniére importante chez
P64 uniquement suite a l'ablation, alors qu’elld esstée stable chez les trois autres
génotypes, par comparaison aux plantes aux rawiteses, a cette teneur en £éevée. |l
en a ainsi résulté une faible diminution de la itiotr azotée chez le génotype sauvage en
réponse a l'ablation (faible diminution de 'INNFhez P64, suite a I'ablation, la réduction a
la fois de la vitesse de fixation symbiotique etl@ssimilation de C dans la biomasse a
permis un maintien de I'INN compareé aux plantes mcines intactes, n'augmentant pas

$
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I'état de carence azotée observé chez ces dern@neg P118, on a observé une diminution
importante de I'INN, impliguant une carence azqifes importante chez ce génotype a 750
ppm comparée a 150 ppm et 380 ppm. Enfin chez mmhi121, la diminution de I'INN
suite a I'ablation a été moins importante a 750 ppia 380 ppm, résultant en une nutrition
azotée que légerement insuffisante. Ainsi, I'expp@sia une forte teneur en G@ accentué la
carence azotée provoguee par I'ablation chez amsigénotypes sauf P64 et avec un effet plus
marqué chez le mutant P118.

Impact sur les composantes structurales et fonctiorelles de la fixation
symbiotique

A faible teneur en C§)le génotype sauvage a répondu a I'ablation veadiminution
de l'activité spécifique de fixation symbiotiquerpas nodosités, associée a une accélération
de la croissance des nodosités ; a cette teneGOgnles mutants hypernodulants ont mieux
répondu a une ablation de leur systeme racinairaa@ntenant (génotypes P64 et P118) voire
en augmentant (génotype P121) leur activité sppmfde fixation symbiotique tandis qu’elle
a chuté chez le sauvage. Chez les génotypes hyhgamts, la biomasse des nodosités
représente une proportion de la biomasse totaleicbea plus importante que pour le
génotype sauvage. Ainsi pour ces génotypes, landiion, inhérente a I'ablation, des
dépenses en C pour I'entretien et le fonctionnerdernh moitié des nodosités, a « levé » la
limitation de l'activité spécifique des nodosités, diminuant la compétition pour le C entre la
formation et I'entretien des structures et leurctmmnement. Ainsi, 'activité spécifique de
fixation symbiotique a été maintenue en réponseablation chez P64 et P118, sans
modification de la croissance des nodosités. CA@4 Ryénotype pour lequel la proportion de
biomasse des nodosités par rapport a la biomatale tte la plante est la plus forte, on a
observé a faible teneur en €ne augmentation de l'activité spécifique des sdde suite a
I'ablation, associée a une accélération de la €aoise des nodosités,

A forte teneur en C§) on a observé une importante chute de I'actiyigcgique de
fixation du génotype sauvage suite a l'ablatiorsoage a une absence de variation de la
croissance des nodosités. Chez les trois mutargerhgdulants, 'activité spécifique de
fixation a chuté plus faiblement que chez le gépmetgauvage. Contrairement aux résultats
observés a 150 ppm et 380 ppm, le P118 a monpiidafaible réactivité des 3 mutants avec
la diminution la plus importante de I'activité sgéqe de fixation suite a I'ablation comparée
a P64 et P121. Ces modifications de la composantetibnnelle de la fixation symbiotique
étaient associées a un ralentissement de la anoess#es nodosités chez P64, un maintien
chez P118 et une faible accélération chez le PINKs résultats ont montré que
'augmentation de la force de puits des nodositéte & I'ablation a été la plus faible a 750
ppm par comparaison aux autres teneurs en &@liquant la moindre réponse de la
croissance des nodosités a 750 ppm. La forte dilomwle I'activité spécifique de fixation
symbiotigue a un méme niveau faible pour tous lsotypes suggére que pour les plantes
ayant subi I'ablation, la compétition pour les askits C avec la croissance des racines
nodulées n’a pas été un facteur limitant de l'atgigpécifique de fixation symbiotique a 750
ppm. Enfin, la force de puits des nodosités destptaayant subi I'ablation était proche de
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celle des plantes témoins aux racines intactegjutesuggérait une valeur maximale ne
pouvant étre dépassée chez le fond génétique Rrisso

Quelle que soit la teneur en ¢@a réponse adaptative des 4 génotypes a faitl appe
différentes stratégies reposant a la fois sur épernse structurale (variation de la croissance
des nodosités) et sur une réponse fonctionnelkéafian de I'activité spécifique de fixation).
Cependant, I'implication des deux types de répoaseptatives a varié i) entre génotypes et
i) entre teneurs atmosphériques en,CbBnfin, on a pu observer une interaction négative
entre les 2 types de réponses qui ont pu entreoepétition I'une par rapport a l'autre. La
réponse a été uniquement structurale chez le salaxag une accélération ou ralentissement
de la croissance des compartiments. Chez les 3nisutaypernodulants, la réponse a
I'ablation était mixte (a la fois structurale ent@dionnelle) voire essentiellement fonctionnelle
chez P118 et majoritairement structurale chez P121.

En conclusion, notre étude analysant la réponsptaiilee de plantes fixatrices a une
perte d’'une partie de ses racines nodulées sdiéseatifs régimes de teneur atmosphérique en
CO; est la premiere de ce genre, montrant la capptie importante de certains mutants
hypernodulants a compenser I'ablation comparée géamotype sauvage. Cependant, cette
capacité des mutants devrait étre plus finemeryséatout au long du cycle de croissance et
lors de cultures en champ.
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2. Perspectives de recherche

Au cours des travaux de thése, nous avons émislgadagpossibilité d'un effet « multi
stress » provoqué par l'ablation d'une partie dasines nodulées et résultant en une
déficience dans l'acquisition de I'eau ou de cedaiutriments. D’autre part, nous avons pu
voir la complexité liée a la comparaison de l'effiels traitements CGsur les génotypes en
fin d’expérimentation, en prenant en compte entgegences, d’éventuelles différences des
plantes a I'état initial avant I'application deaitements.

Par ailleurs ces travaux de these ouvrent la vplesieurs perspectives de recherche a
court et/ou long terme. Il serait intéressant ddigér une étude comparative de la réponse
adaptative du Frisson sauvage et de ses 3 mutgmgsnodulants :

- pour différents types de perturbation de la fixatisymbiotique (ablation,
remplacement du Noar de I'Argon, ..)

- en interaction avec différentes souches bactérgenne

- sur le long terme car au sein de nos travaux lansp des 4 génotypes n’'a été
évaluée qu’a court terme.

Ces travaux pourraient étre couplés a des étudéscutaires des geénes affectés par
I'ablation et leur implication dans la réponse ddtipe.

2.1 Proposition de résolution des problemes méthodolaguies

2.1.1.Effet multi-stress de I'ablation

Nos travaux de thése ont montré une diminution’alivité spécifique de fixation
suite a I'ablation d’'une partie des racines nodulaéeeneur ambiante en grang et al.
(2012) ont également montré chez le Jujube chinois I'ablation des racines nodulées
induisait une diminution de la concentration entez@hosphore et potassium dans les
feuilles. Il est donc possible que la diminution@hintenu de la plante en ces éléments ainsi
gue de son contenu hydrique, indispensables aolasance des plantes, puissent avoir un
effet délétere sur la fixation de,NSchulze et al. 2006; Miao et al. 2007; Qiao et2807;
Chaudhary et al. 2008; Bargaz et al. 2011).

Afin de vérifier cette hypothese, nous pourriorais&r une analyse du statut hydrique
des génotypes suite a I'ablation, via la mesur@atentiel hydrique, ou bien de I'expression
des Aquaporines (protéines transmembranaires reapl@s du passage des molécules d’eau
au travers des membranes biologiques). |l seraitleégent intéressant de mesurer la
concentration en phosphore et en potassium chepléeges ayant subi I'ablation afin
d’évaluer la possible déficience de la plante enreériments.

Caractérisation des plantes ayant subi I'ablatiomant application

des traitements
L’écueil majeur rencontré dans nos travaux a é@valuer les modifications de
croissance des différents compartiments des plaunigs a I'ablation des racines nodulées. En
effet, avant I'application des traitements, la ct#dsation des plantes chez les 4 génotypes
avait ete réalisée sur un lot de plantes diffédentelui ayant subi I'ablation malgré le fait que
nous ayons sélectionné des lots les plus homogereeux. La nature destructive des
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mesures de caractérisation (biomasse seche desadomgnts, nombre de nodosités) ne
permettant en effet pas d’utiliser le méme lot dee.

Nous disposons depuis peu sur le Centre INRA denDij'une plateforme de
phénotypage. Celle-ci pourrait permettre sur un méot de plante des mesures non
destructives et dynamique par imagerie des plaguassuivre I'effet des traitements.

2.2 Perspective de recherche a court et long terme

2.2.1.Analyse comparative de la réponse adaptative sédamode de

perturbation de la fixation

Dans la nature, les plantes font face a de nombiaeteurs biotiques ou abiotiques
pouvant induire une limitation de la fixation symtijue. Ainsi, une zone de la rhizosphere
(environnement proche des racines) momentanémgrdudéie d'N ou riche en azote
minéral induirait une inhibition de la fonction firation symbiotique alors que les structures
responsables de la fixation dy Beraient toujours présentes. Lors d’'une attaqueatlegene
comme les Sitones AAphanomycedes dommages causes au systeme racinaire intluisen
perte d'une partie des structures et de la fonctlenfixation associée. La nécessité de
remplacer des structures partiellement détruitesi®simplement compenser la baisse du
statut azoté en optimisant le fonctionnement déixiation symbiotique (ex via l'activité
spécifique de fixation symbiotique) ne nécessite lpaméme demande d’énergie. La réponse
adaptative qui en découle pourrait alors étre whffte.

Il serait ainsi intéressant de réaliser une anatgeeparative des réponses adaptatives
des plantes pour différents modes de perturbat®radfixation symbiotique impliquant
seulement une perturbation de leur fonction fixatr{par remplacement du,Nlisponible
dans I'environnement des racines par de I'Argarpar perturbation de leurs structures et de
leur fonction de prélévement d’'N (cas de I'ablatibnne partie des racines nodulées).

De la méme maniere que cela a été effectuée as deua these, une modification de
la disponibilité en C par exposition a des teneamsiosphériques en GOdifférentes
enrichirait I'analyse de ce type d’expérience. Aiilsserait possible d’évaluer la capacité des
différents génotypes a répondre aux difféerents dype perturbation, en condition de
disponibilité en C fluctuantes.

2.2.2.Analyse comparative de la réponse adaptative aldsibn lors de

I'utilisation de différentes souches bactériennes

Dans nos travaux, nous avons utilisé une seulehsode bactérie pour la symbiose
avec le pois. Or, dans la nature, les plantesrioest sont en contact avec une multitude de
partenaires bactériens pouvant entrer en symbiaseales.

Les plantes développent des mécanismes permetamtachtenir ou de promouvoir
les interactions avec les partenaires bactérienplies efficients en termes de fixation d’azote
(Simms et Taylor 2002; Kiers et Denison 2008; Oehal. 2009). Lors d’'une limitation en
N, la réponse adaptative diéedicago truncatulavarie selon la souche bactérienne utilisée
(Laguerre et al. 2012). Alors que I'activité spigie de fixation symbiotique ne varie pas, le
développement des nodosités hébergeant les sobab&Esiennes réputées efficientes est par
contre plus important que pour celles contenasbilache de référence.
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Ce type d’étude n’a par contre jamais été realiwz ¢te pois lorsque la perturbation de
la fixation symbiotique réside en une ablation @yartie des racines nodulées. Il serait donc
intéressant de comparer la réponse adaptativefidgeedits génotypes de pois a une ablation
en utilisant simultanément des souches bactériedass I'efficience varie, soit en termes
d’activité spécifique de la fixation symbiotiquejtsen taille des nodosités formées.

2.2.3.Analyse de la réponse adaptative a une perturbati@la fixation

symbiotique a long terme

Nos travaux ont été réalisés en étudiant la répa@nseurt terme (1 semaine) des
génotypes a une ablation d’'une partie des raciodslées. Or la réponse de la composante
structurale (augmentation de la biomasse des neédp$ormation d’une nouvelle vague de
nodosités) nécessite en effet un délai supérigar diétre visible, et un délai plus grand
encore avant d’entrainer une réponse fonctionmketenouvelles structures ainsi créées. Dans
nos travaux, nous avons pu observer la réponsa d®rhposante structurale de maniere
précoce par I'étude des flux de carbone aprés ragsgisotopique.

En réponse a la limitation en N provoquée par 8tbh des racines nodulées, notre
hypothése était que les génotypes hypernodulargsépdant déja des nodosités en quantité
surnumeéraire réagiraient plus rapidement que leotgpe sauvage face a une contrainte
affectant leur statut azoté, en modulant la compesi@mnctionnelle de la fixation symbiotique
d’azote (ie. l'activité spécifique de fixation). Effet, alors que la réponse de la composante
fonctionnelle lors d’'une limitation en N n'avaitgété observée chez le génotype sauvage par
Ruffel et al. (2008) et Jeudy et al. 2010, l'abéispécifique de fixation d’'un hypernodulant,
inférieure a celle d’un génotype sauvage en absgadienitation en N, avait augmenté suite a
une limitation en Mtout en restant cependant inférieure a celle dotype sauvage (Jeudy et
al, 2010). Il serait intéressant de poursuivre eggriences en réalisant les observations sur
plusieurs semaines, afin de mettre en évidenceda an ceuvre des différentes composantes
structurales et fonctionnelles de la réponse atlapta long terme, et leurs éventuelles
compensations, pour rétablir le statut azoté deplante a son optimum. Comme
précédemment, il serait intéressant de faire vdeemode de perturbation de la fixation
symbiotique (ablation des racines nodulées, inbibitde la fixation symbiotique).

Dans notre expérience a teneur en,@@biante de 380 ppm, I'ablation des racines
nodulées, bien qu’ayant induite une forte baissd’auisition de N et du statut N des
plantes, n'a eu que peu d’'impact a court terméasphotosynthese et I'assimilation de C dans
la biomasse de la plante. Au contraire, I'activiigécifique des feuilles —ou efficience
d’assimilation du C dans la biomasse- a augmerité &ablation des nodosités. Or a niveau
de photosynthése brute égal, I'efficience d’assitith du C dans la biomasse dépend de la
guantité de carbone respiré. Ainsi, 'augmentatienl’efficience de photosynthése suite a
I'ablation de la moitié du systeme racinaire aigtérprétée comme le résultat de la baisse des
codts respiratoires associés a la synthése, lteniret le fonctionnement des nodosités, puits
fort pour les assimilats C. Or I'évolution de I'iagt de I'ablation sur la croissance globale de
la plante est difficile a prévoir a long terme. &fet, sur le long terme, a une teneur ambiante
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en CQ, 'augmentation de la force de puits pour le C niedosités que I'on avait observée en
réponse a l'ablation pourrait d'un c6té induire uaegmentation de la croissance des
nodosités et des importants colts en C pour laratigm, et donc induire une diminution de
I'efficience de photosynthése. D’'un autre cotécd@ération de la croissance des nodosités
résultera a terme en une plus forte fixation symmpi@ d'azote, résultant en une
augmentation de la synthése des protéines foljatesglant a augmenter l'efficience de
photosynthese des feuilles. L'exposition a uneueaemosphérique en G@levée ou faible

et la modification de la disponibilité en C quisulte serait alors un facteur supplémentaire

de variation de la réponse adaptative des plantes.

2.2.4.Modélisation de la réponse adaptative a une pertatibn de la
fixation symbiotique

Notre analyse pourrait étre complétée par une dgrmale modélisation. En effet, le
modéle Pea-Nod, actuellement en cours de dévelapmeaux centres INRA de Dijon et
d’Avignon (Voisin et Pagés 2010), permet de comgreret de simuler la formation des
nodosités et I'évolution de la nutrition azotée zte Pois en tenant compte de toutes les
sources et puits pour le C et I'N au sein des panCe modeéle pourrait rendre compte de
I'effet de I'ablation des racines nodulées surdgition et la croissance des nodosités, et ainsi
nous permettre de tester nos hypotheses ainsi’éuaution a long terme de la réponse
adaptative.

2.2.5.Etude moléculaire des genes et des mécanismestafdors de

I'ablation

Nos résultats amenent a de nouvelles perspectietsdds des meécanismes et des
genes impliqués dans la régulation de la nodulatmia fixation symbiotique, et affectés ici
par I'ablation d’'une partie des racines noduléesplis, une étude moléculaire de la réponse
adaptative des légumineuses a une ablation desesmciodulées permettrait de mettre en
évidence la nature des genes affectés et/ou ingdiglans la réponse adaptative. Cette
analyse moléculaire pourrait permettre de mieuxtnmetn évidence les éventuels stress
hydriques ou nutritionnels que nous avons suppaEés a I'ablation.

Enfin, il serait envisageable d’analyser la valtighi génétique associée a ces
mécanismes en étudiant la variabilité de la répatisee gamme élargie de génotypes,
provenant par exemple de la collection de resseugéaétiques de Pois disponible a I'INRA
de Dijon, par des approches expérimentales et/omatilisation. En effet, dans le modele
Pea-Nod, il est possible de représenter la vait@bgénétique, chaque génotype étant
caractérisé par un jeu de paramétres du modéle.
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Annexe 1 : Publications relatives aux travaux de tise

Publication
Soumis et accepté a Plant and Soill

Cazenave A. B., Salon C., Jeudy C., Duc G. et Yol S. 2014. M fixation of pea
hypernodulating mutants is more tolerant to roonprg than that of wild type

Présentations orales

Cazenave A. B., Jeudy C., Voisin A. S. et Salor2@L2. Réponse adaptative du Pois a une
perturbation de la capacité a prélever l'azotelgdixation symbiotique. 18éme Forum des
Jeunes Chercheurs. Besancon, France

Posters

Cazenave A. B., Salon C., Jeudy C., Duc G. et Yoii S. 2013. Pea hypernodulating
mutants display a greater adaptive response,dixation to root pruning than wild type™7
Conference d’EPSO, Plants for a greening econommryoPeli, Gréce

Cazenave A. B., Jeudy C., Voisin A. S. et Salor2@L.1. Study of the adaptive response of
N fixation to local N deprivation in peas using eovimental and genetic variations. 17eme
Forum des Jeunes Chercheurs. Dijon, France
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Annexe 2 : Formations, encadrement et séminaires ists
au cours de la these
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Annexe 3 : Composition de la solution nutritive utisée
dans les expériences

Composé 0 mol N. [* 0.625x1¢moIN. L 14 x10°mol N. L™
KNO3; 0 0.16 5.35
KoHPO, 0.80 0.80 0.20
Ca(NQ), + 4H,0 0 0.24 4.00
MgSO, + 7THO 1.00 1.00 0.75
CaCl 2.50 2.27 0
KoSOy 0.70 0.62 0
NaCl 0.20 0.20 0.2
KH.PO, 0 0 0.9
Mg(NQs), +6H,0O 0 0 0.325
Cobalt traces
H3BO3 0.03235
MnSOy+7H,0 0.01065
ZnSQ+7H,0 0.00077
H24M07NgO24 + 4H,0O 0.00015
CuSQ + 5H,0 0.00032
Versénate de Fer * 0.05628

* Versénate de Fer : Sodium de Fer — Acide éthytBamine tétra acétique (EDTA-

FeNa, 3HO)






Annexe 4 : Donneées relatives a I'expérience 150 ppm

I+ # Phénotype des parties souterraines chez les 4 génotypes de Pois affdctiésiian des racines nodulées : Frisson sauvage et 3 de
ses mutants hypernodulants (P64, P118 et P121). Mesures reéalisées 8 jours api@s. 'abla

Répartition de la biomasse (g . Q)

Tratement Genotype Racines nodulées / Nodosités / Nodosités / Nombre de nodosites
Plante entiére Racines nodulées Plante entiere

Sauvage 0.20 A 0.19 D 0.037 D 699 B

Témoin P64 0.20 A 0.38 B 0.076 B 877 AB
P118 0.15 B 0.36 C 0.055 C 764 B

P121 0.20 A 0.51 A 0.112 A 1296 A

Sauvage 0.13(***) a 0.20 (*) c 0.027 (***) d 168 (***) b

Ablation P64 0.12(***) a 030(***) b 0.038 (***) b 347 (**) b
P118 0.09(***) b 0.33 (ns) b 0.031 (***) C 205 (***) b

P121 0.13(***) a 0.55 (ns) a 0.070 (***) a 744 (*) a

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions. Au sein glee dnaitement, une lettre différente montre une différergeifisiative entre
génotypes (Test de Tukey ®05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablation des raaoelulées a été testé en utilisant un test 2 a 2 de Student.
représente une différence significative (*:0005, **: P 0.01, ***: P 0.001)

)

/I (






)/

@

0.010 -

o

o

o

©
1

0.006 H

> 0.004 1

Vitesse de fixation du N»
(g N fixé. plante ! jour 1)

0.002 -

3 1 #

99¢'! 8 99" 8 9'$8

0.000

(b)

0.08 -

0.06 -

0.04

0.02

Activité specifique de fixation du N2
(g N fixé. jour ! g ! nodosité)

?
Ii )? J;
WT P64

P118 P121

99¢ 8 999( 8

0.00

WT P64 P118 P121

Fig. 1 Fixation du N, et activité spécifique de fixation de 4 génotypede Pois var. Frisson :
sauvage et ses 3 mutants hypernodulants P64, P118&21.La quantité d’'N journaliéere (a) en g N

| plante / jour et l'activité spécifique de fixatiadu N, (b) en g N / jour / g de nodosité dans le
traitement témoin (barre noire) et le traitemerittidn (barre blanche). Chaque valeur représente la
moyenne de 8 répétitions. Au sein de chaque traitenune lettre différente montre une différence
significative entre génotypes (Test de Tuke¥B5). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablataes
racines nodulées a été testé en utilisant un tést22de Student. Une * représente une différence
significative (*: P 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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Fig. 2Biomasse des racines et des parties aériennes dgéfotypes de Pois var. Frisson : sauvage

et ses 3 mutants hypernodulants P64, P118 et P124& biomasse des racines (a) en g / plante et la
biomasse des parties aériennes (b) en g / plantgelddraitement témoin (barre noire) et le tragamn
ablation (barre blanche). Chaque valeur reprédantaoyenne de 8 répétitions. Au sein de chaque
traitement, une lettre différente montre une défé@e significative entre génotypes (Test de Tukey
P 0.05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablatibes racines nodulées a été testé en utilisant un
test 2 a 2 de Student. Une * représente une diftéresignificative (*: P0.05, **: P 0.01, ***:

P 0.001)
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Fig. 3 Biomasse des nodosités de 4 génotypes de Pois Yaisson : sauvage et ses 3 mutants
hypernodulants P64, P118 et P121a biomasse des nodosités en g / plante dans itentent
témoin (barre noire) et le traitement ablation (@dnlanche). Chaque valeur représente la moyenne de
8 répétitions. Au sein de chaque traitement, utteclgifférente montre une différence significative
entre génotypes (Test de TukeyORD5). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablatides racines
nodulées a été testé en utilisant un test 2 aStudent. Une * représente une différence signifieat

(*: P 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)






Tableau 2 Phénotype des parties aériennes associé a la photosyotigsdées 4 géenotypes de Pois affectés par I'ablation des raodulées :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulants (P64, P118 et P121). MesursS8rigaliséapres I'ablation.

Assimilation du Azote surfacique Activité spécifique
carbone dans la Surface foliaire q de photosynthéese

biomasse (cm?) de?nzzull\lll?ir(n%;_ N) (mg C/jour / cm?

Traitement Génotype

(g C / plante / jour) feuille)

Sauvag 0.03¢ A 52E A 0.007¢ A 0.06¢ A

_ P64 0.026 B 391 B 0.0057 BC 0.067 A
Témoin P118 0.031 AB 519 A 0.0068 AB 0.058 B
P121 0.022 B 417 AB 0.0040 C 0.052 C

Sauvag 0.022 (**) a 398 (**) a 0.0020 (***) a 0.05€(***) a

_ P64 0.027 (ns) a 427 (ns) a 0.0030 (*) a 0.064 (ns) a
Ablation P118 0.029 (ns) a 511(ns) a 0.0031(*) a 0.056 (ns) a
P121 0.025 (ns) a 502 (ns) a 0.0044 (ns) a 0.050(ns) b

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions. Au sein glee dnaitement, une lettre différente montre une différergeifisiative entre
génotypes (Test de Tukey ®05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablation des raamoelulées a été testé en utilisant un test 2 a 2 de Student.
représente une différence significative (*:0F05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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Tableau 3 Allocation du carbone nouvellement photosynthétisé au sein derfadse des parties aériennes, des racines et des nodisitEdes ¢

géenotypes de Pois affectés par I'ablation des racines nodulgeson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulants (P64, P118 et P121)

Mesures réalisées 8 jours apres l'ablation. L'assimilation cho@wellement photosynthétisé dans la biomasse a été mesurée gatiantili
d'un marquagéC.

Répartition du carbone nouvellement

photosynthétisé (g C / g C) Force de puits (g C/ jour /g de biomasse)

Traitement - GENOYPE o cines nodulées /  Nodosités /

Plante entiére Racines nodulées Partie acrienne Racine Nodosite

Sauvag 017 B 0.33 D 0.017 A 0.01: A 0.02f A

P64 0.19 B 0.62 C 0.016 A 0.009 B 0.023 AB

Témoin P118 0.15 C 0.69 B 0.012 B  0.006 C 0.021 B
P121 0.26 A 0.80 A 0.011 C 0.007 C 0.023 AB

Sauvag 028(**) a 032(ns) ¢ 0.011(***) at 0.026 (***) a 0.048 (***) a

. P64 0.23 (%) a 0.34 (**) ¢ 0.013(**) a  0.025(*%) a 0.030(*) ¢
Ablation P118 019 (™% b 0.52 (**) b 0.011(*) b  0.017(**) b 0.038(**) b
P121 0.25(ns) a 0.77(ns) a 0.012(**) a  0.015(*%) b 0.040 (***) b

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions. Au sein gige dnaitement, une lettre différente montre une différencdfisitive entre
génotypes (Test de Tukey ®05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablation des racindsiées a été testé en utilisant un test 2 & 2 de Stuchent. U
représente une différence significative (*:0F05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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Annexe 5 : Données relatives a I'expérience 750 ppm

I+ # Phénotype des parties souterraines chez les 4 génotypes de Pois affdctiésiian des racines nodulées : Frisson sauvage et 3 de
ses mutants hypernodulants (P64, P118 et P121). Mesures realisées 8 jours api@s. 'abla

Répartition de la biomasse (g . 9

Traitement Genotype Racines nodulées / Nodosités / Nodosités / Nombre de nodosités
Plante entiere Racines nodulées Plante entiere

Sauvage 0.20 A 0.21 D 0.043 D 360 B

Témoin P64 0.18 B 0.44 B 0.076 B 521 B
P118 0.18 B 0.37 C 0.064 C 506 B

P121 0.20 A 0.66 A 0.135 A 1209 A

Sauvage 0.10(***) b 0.20 (ns) C 0.021 (***) C 188 (*) b

Ablation P64 0.09 (**) ¢ 0.28 (***) b 0.024 (***) c 137 (***) b
P118 0.10(*) b 0.30 (***) b 0.030 (***) b 165 (***) b

P121 0.12 (***) a 0.63 (*) a 0.076 (***) a 440 (***) a

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions. Au sein glee dnaitement, une lettre différente montre une différergeifisiative entre
génotypes (Test de Tukey ®05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablation des raaoelulées a été testé en utilisant un test 2 a 2 de Student.
représente une différence significative (*:005, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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Fig. 1 Fixation du N, et activité spécifique de fixation de 4 génotypede Pois var. Frisson :
sauvage et ses 3 mutants hypernodulants P64, P118&21.La quantité d’'N journaliere (a) eng N

| plante / jour et l'activité spécifique de fixatiadu N, (b) en g N / jour / g de nodosité dans le
traitement témoin (barre noire) et le traitemenatidn (barre blanche). Chaque valeur représente la
moyenne de 8 répétitions. Au sein de chaque traiténune lettre différente montre une différence
significative entre génotypes (Test de Tuke¥B5). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablatotes
racines nodulées a été testé en utilisant un tés22de Student. Une * représente une différence
significative (*: P 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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Fig. 2Biomasse des racines et des parties aériennes dgéfotypes de Pois var. Frisson : sauvage

et ses 3 mutants hypernodulants P64, P118 et P124& biomasse des racines (a) en g / plante et la
biomasse des parties aériennes (b) en g / plantelddraitement témoin (barre noire) et le tragam
ablation (barre blanche). Chaque valeur reprédanteoyenne de 8 répétitions. Au sein de chaque
traitement, une lettre différente montre une défé@e significative entre génotypes (Test de Tukey
P 0.05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablatibes racines nodulées a été testé en utilisant un
test 2 a 2 de Student. Une * représente une diftéresignificative (*: P0.05, **: P 0.01, ***:

P 0.001)
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Fig. 3 Biomasse des nodosités de 4 génotypes de Pois ¥aisson : sauvage et ses 3 mutants
hypernodulants P64, P118 et P121.a biomasse des nodosités (a) en g / plante damaitement
témoin (barre noire) et le traitement ablation (@dnlanche). Chaque valeur représente la moyenne de
8 répétitions. Au sein de chaque traitement, utteclgifférente montre une différence significative
entre génotypes (Test de TukeyORD5). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablatides racines
nodulées a été testé en utilisant un test 2 aSuadent. Une * représente une différence signifieat

(*: P 0.05, **: P 0.01, ***: P 0.001)






Tableau 2 Phénotype des parties aériennes associé a la photosyolitexsdes 4 génotypes de Pois affectés par I'ablation des raodulées :
Frisson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulants (P64, P118 et P121). MesursS8rigaliséapres I'ablation.

Assimilation du Azote surfacique Activité spécifique

Traitement  Génotype cargpne dans la Surface fzoliaire des feuilles (SLN) de phott_)synthése
lomasse (cm?) (mg N / cm?) (mg C/jour/cm?
(g C/ plante / jour) feuille)
Sauvag 0.059 A 55C A 0.003¢ B 0.114 B
P64 0.097 A 547 A 0.0037 B 0.180 A
Témoin P118 0.071 A 637 A 0.0109 A 0.112 B
P121 0.065 A 554 A 0.0059 B 0.118 B
Sauvag 0.05¢(ns) a 464 a 0.006 (***) a 0.12Z(ns) ¢
P64 0.065(*) a 458 a 0.0006 (***) a 0.144 (***) b
Ablation P118 0.087 (ns) a 509 a 0.0017 (**) a 0.174 (***) a
P121 0.075(ns) a 558 a 0.0017 (***) a 0.130 (ns) bc

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions. Au sein giee dinaitement, une lettre différente montre une différengeifigiative entre
génotypes (Test de Tukey ®05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablation des raaioelulées a été testé en utilisant un test 2 a 2 de Student.
représente une différence significative (*:0205, **: P 0.01, ***: P 0.001)
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Tableau 3 Allocation du carbone nouvellement photosynthétisé au sein derteasse des parties aériennes, des racines et des nodiséEdes <
génotypes de Pois affectés par I'ablation des racines nodulgeson sauvage et 3 de ses mutants hypernodulants (P64, P118 et P]
Mesures réalisées 8 jours apres l'ablation. L'assimilation co@ellement photosynthétisé dans la biomasse a été mesurée gatiantili
d’un marquagé®C.

Répartition du carbone nouvellement

photosynthétisé (g C / g C) Force de puits (g C/ jour /g de biomasse)

Tratement  Genope o ines nodulées/  Nodosités /

Plante entiére Racines nodulées Partie aérienne Racine Nodosite

Sauvag 0.24 B 0.33 C 0.02: AB 0.05 B 0.04¢ B

P64 0.23 B 0.55 B 0.029 A 0.033 A 0.050 A

Témoin P118 0.19 C 0.54 B 0.021 C 0.017 C 0.033 D
P121 0.31 A 0.84 A 0.020 C 0.017 C 0.044 C

Sauvag 0.15 (***) b 032(ns) c 0.02t(ns) ak 0.026(n) b 0.049(n) a

_ P64 0.10 (***) ¢ 0.34 (***) bc 0.026 (**) a 0.031(ns) a 0.041(***) b
Ablation P118 011 () ¢ 0.40 (***) bc 0.025(***) ab  0.026 (**) b 0.039(*) b
P121 0.19 (**) a 0.76 (**) a 0.024 (***) b 0.027 (***) b 0.050 (***) a

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions. Au sein glge dnaitement, une lettre différente montre une différencsfis@tive entre
génotypes (Test de Tukey ®05). Pour chaque traitement, I'effet de I'ablation des ragindslées a été testé en utilisant un test 2 & 2 de Studhent. U
représente une différence significative (*:0F05, **: P 0.01, ***: P 0.001)

121).
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