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RÉSUMÉ 

La culture de Légumineuses présente le double intérêt de permettre une production de graines 

à haute valeur nutritionnelle sans nécessité d’un apport d’engrais azoté. La nutrition azotée 

des légumineuses dépend en effet majoritairement de la fixation symbiotique de l’azote 

atmosphérique réalisée par des bactéries du sol, les rhizobia, au sein des nodosités, et dans 

une moindre mesure, de l’assimilation de l’azote minéral du sol par les racines. 

Une meilleure compréhension a été acquise sur le contrôle génétique de la mise en 

place des racines et des nodosités et sur leur impact sur la nutrition azotée. Une grande 

variabilité génétique pour ces caractères a été mise en évidence, ainsi que l’existence de 

corrélations génétiques entre eux. Une approche de génétique quantitative a permis 

d’identifier des régions génomiques pouvant être impliquées dans leurs variations. Deux 

pistes d’amélioration de la nutrition azotée ont aussi été étudiées : l’amélioration de 

l’acquisition d’azote par les racines à partir d’une étude détaillée d’un mutant de 

développement racinaire, et l’amélioration de la symbiose via l’étude de la capacité des pois à 

favoriser les associations symbiotiques avec les rhizobia les plus performants. 

Les résultats obtenus apportent des bases de réflexion concernant la conception d’un 

idéotype de nutrition azotée. Au-delà de la complémentarité indispensable entre les deux 

voies d’acquisition d’azote, il convient d’optimiser l’interaction entre les deux partenaires 

symbiotiques, mécanisme complexe mettant en jeu la formation et le fonctionnement des 

nodosités, en lien avec une signalétique et des interactions trophiques complexes entre 

partenaires et intra-plante. 



   

ABSTRACT 

Grain legume pulse crops are of great interest to allow a production of seeds high nutritional 

value without any contribution of nitrate fertilizer. The nitrogen nutrition of legumes depends 

indeed mainly on the fixation in nodules of atmospheric dinitrogen through the plant-

rhizobium symbiosis, and to a lesser extent, absorption by roots of soil mineral nitrogen. 

A better understanding has been obtained on the genetic control of the development of 

roots and nodules and on their impact on nitrogen nutrition. High genetic variability of these 

characters has been detected, and the existence of genetic correlations between them 

demonstrated. A quantitative genetic approach has identified several genomic regions that 

may be involved in their variations. The two different ways to improve nitrogen nutrition 

were also studied: the improvement of nitrogen acquisition by roots through a detailed study 

of a root architecture mutant, and the improvement of symbiosis via the study of the ability of 

peas to promote symbiotic associations with the most effective rhizobia. 

The results provide interesting bases for the design of a pea nitrogen-nutrition 

‘ideotype’. Beyond the essential complementarity between the two pathways of nitrogen 

acquisition, it is necessary to optimize the interaction between the two symbiotic partners, 

which is a complex mechanism involving nodules formation and functioning in connection 

with complex signaling and trophic interactions between the partners and intra-plant. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE  

 

Le contexte mondial nécessite un accroissement de la production agricole pour faire face à un 

accroissement de la population, tout en limitant l’apport d’intrants et en prenant en compte les 

contraintes de changement climatique. Face à ces enjeux, la culture de légumineuses présente 

le double intérêt de permettre une production de graines à haute valeur nutritionnelle, 

notamment riches en protéines, sans nécessité d’un apport d’engrais azoté. Pour la FAO 

(Organisation des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture), l’année 2016 est 

d’ailleurs celle où les légumineuses à graines (pois, haricots, lentilles, pois chiches etc.) sont 

mises à l’honneur pour leur intérêt nutritionnel et leurs bienfaits agricoles (Fig. 1). 

La nutrition azotée des légumineuses à graines dépend majoritairement de la fixation 

symbiotique de l’azote atmosphérique réalisée par des bactéries du sol, les rhizobia, au sein 

des nodosités racinaires et, dans une moindre mesure, de l’acquisition de l’azote minéral du 

sol par les racines. Cependant, la nutrition azotée des légumineuses peut être un facteur 

limitant de leur rendement. En effet, la fixation symbiotique d’azote est très sensible aux 

conditions environnementales (stress abiotiques, biotiques) et le faible développement des 

racines fréquemment observé chez les légumineuses peut limiter le prélèvement en eau et en 

éléments minéraux (dont les nitrates). 

Compte-tenu de sa faible accessibilité, le système racinaire des plantes est 

particulièrement difficile à étudier. Chez les légumineuses, il est, de plus, le support de deux 

voies d’acquisition de l’azote et sa mise en place et son fonctionnement sont donc 

particulièrement complexes. En particulier, différentes études ont montré que les 

développements racinaire et nodulaire sont en compétition pour l’utilisation des ressources en 

C disponibles (Salon et al., 2001; Voisin et al., 2007). D’autres études ont montré que la 

structure génétique des populations de rhizobia nodulant le pois varie selon le génotype 

végétal et se traduit par une diversité fonctionnelle au niveau de la plante, avec des effets sur 

les développements racinaire et nodulaire (Bourion et al., 2007; Laguerre et al., 2007; Depret 

& Laguerre, 2008). 

Cette thèse a été réalisée à l’UMR Agroécologie, Unité Mixte de Recherche (AgroSup 

Dijon, INRA, Université de Bourgogne Franche-Comté), et plus précisément au sein du pôle 
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Fig. 1. L'année internationale des légumineuses vise à sensibiliser l’opinion publique aux avantages 
nutritionnels des légumineuses dans le cadre d’une production durable, en appui à la sécurité alimentaire et 
nutritionnelle de tous les pays. 
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GEAPSI (déterminismes Génétiques et Environnementaux de l’Adaptation des Plantes à des 

Systèmes de culture Innovants). Un des enjeux scientifiques de ce pôle est d’acquérir des 

connaissances sur les mécanismes génétiques et physiologiques à la base du prélèvement des 

ressources telluriques (N, S) par les légumineuses, ceci en interaction avec des partenaires 

biotiques (plantes adventices ou associées et microorganismes du sol) ; avec pour objectif 

finalisé l’identification d’idéotypes variétaux de plantes pouvant constituer des leviers pour la 

conception de systèmes de cultures plus économes en intrants. Les expérimentations réalisées 

dans le cadre de la thèse ont été réalisées dans le cadre de différents programmes (Projet 

européen GLIP, projet INRA AgroBI, projet ANR GENOPEA, projet BAP SYMBIOPEA) 

visant à enrichir les connaissances scientifiques et à promouvoir la culture des légumineuses. 

L’objectif principal de cette thèse a été de rechercher des déterminants génétiques et 

moléculaires de la plante impliqués dans l’architecture racinaire et nodulaire du pois et 

d’évaluer leur impact sur la nutrition azotée de la plante en interaction avec des souches de 

rhizobium. 
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE  

1. Généralités sur les symbioses rhizobia-légumineuses 

Intérêt de la symbiose fixatrice d’azote 
L’azote (N) est un nutriment essentiel pour les plantes. C’est en effet un des éléments 

fondamentaux des composants cellulaires nécessaires à la vie, notamment pour la synthèse 

des acides nucléiques et des protéines indispensables à la reproduction et à la croissance. 

L’azote est très abondant dans l’atmosphère (79% de N2), mais sa disponibilité dans le sol, 

sous forme de nitrates ou d’ammonium pouvant être prélevés par les racines des plantes, est 

souvent limitée. En conséquence, de nombreuses cultures nécessitent un apport de fertilisants 

azotés organiques ou de synthèse pour atteindre des rendements satisfaisants. Les besoins d’N 

sous forme d’engrais industriels représentent plus de 120 Mt par an (Galloway et al., 2008; 

Fowler et al., 2013). La production industrielle de ces engrais par le procédé Haber-Bosch 

consiste en une réduction à hautes température et pression du N2 atmosphérique en 

ammonium, réaction appelée fixation azotée. La grande quantité d’énergie qu’elle nécessite 

est généralement d’origine fossile et cette consommation entraîne la libération d’une grande 

quantité de CO2 dans l’atmosphère, estimée à 300 Mt par an (Jensen et al., 2012). En outre, 

l’utilisation accrue des engrais azotés accroissent la formation d’azote réactif négatif pour 

l’environnement, sous forme de nitrate dans les sols non explorés par les racines ou les eaux 

de drainage et par émissions de gaz à effets de serre, ammoniac ou d’oxydes d’azote, dans 

l’air (Bouwman et al., 2013; Fowler et al., 2013). 

Les légumineuses sont capables d’utiliser l’azote gazeux comme source principale 

d’azote, ceci grâce à une symbiose avec des bactéries du sol, collectivement appelés rhizobia. 

Ces bactéries naturellement existantes dans le sol convertissent le N2 atmosphérique en 

ammonium assimilable par la plante ; on parle alors de fixation symbiotique de l’azote (en 

anglais, BNF, Biological Nitrogen Fixation). Les estimations de quantité d’N symbiotique 

fixé par les cultures de légumineuses sont de 60 Mt par an, auxquels s’ajoutent 60 Mt fixés 

par les forêts et prairies naturelles et 140 Mt par les océans (Herridge et al., 2008; Fowler et 

al., 2013). Plus précisément, la part fixée par les cultures de légumineuses à graines est 

estimée à 21 Mt, dont 3 Mt pour les légumineuses riches en protéines (pois chiche, haricot, 

pois, féverole, lentille pour les principales) et respectivement 16 Mt et 2 Mt pour les deux 

légumineuses à graines riches en huile, le soja et l’arachide (Herridge et al., 2008). 
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Fig. 2. Relations taxonomiques entre les deux principaux clades subdivisant les légumineuses cultivées, avec les 
périodes de divergence. MYA : Million years ago. 
D’après Choi et al. 2004 
 
 
 
 

Tableau 1. Nombre de chromosomes et taille du génome des légumineuses modèles et des principales 
légumineuses d’intérêt agronomique. 
D’après Zhu et al. 2005 
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La quantité d’N fixée par les légumineuses fourragères se situe entre 12 à 25 Mt (Herridge et 

al., 2008). Les légumineuses cultivées contribuent pour partie à l’excédent d’azote réactif, 

mais ne sont pas la cause fondamentale des déséquilibres et excès (Fowler et al., 2013). 

L’azote fixé par fixation symbiotique est en effet directement incorporé, après une phase 

ammoniacale, dans la matière organique de la plante fixatrice (Cellier et al., 2015). Des 

études ont montré que les cultures de légumineuses émettent près de trois fois moins de N2O 

que les cultures de céréales (Jensen et al., 2012). L’azote fixé constitue une source d’azote 

stable et peu volatil, donc peu susceptible de se disperser dans l’environnement et d’y créer 

des impacts négatifs, contrairement aux apports d’engrais appliqués sur les cultures. De plus, 

l’azote fixé profite non seulement à la légumineuse en place mais également aux plantes 

associées et aux cultures suivantes. En effet les reliquats après une culture de légumineuses 

contiennent 20 à 60 kg N/ha de plus qu’après une culture de céréales, ce qui permet de réduire 

d’autant les apports d’engrais azotés nécessaires à la culture suivante (Munier-Jolain & 

Carrouee, 2003). Enfin, au-delà de l’apport en azote et de la limitation des émissions des gaz 

à effet de serre, les légumineuses présentent d’autres atouts environnementaux. L’introduction 

des légumineuses dans les systèmes de culture dans les rotations ou en association crée en 

effet une diversification des cultures et permet, dans certains cas, de réduire la taille des 

populations de bioagresseurs et donc l’usage des produits phytosanitaires (Munier-Jolain & 

Carrouee, 2003). 

Les plantes hôtes 
Les plantes dites « hôtes » sont capables de former des organes symbiotiques appelés 

nodosités. A l’exception des Parasponia, toutes ces plantes capables de noduler appartiennent 

à la famille des légumineuses (Fabaceae) (Sprent et al., 1987). Les Fabaceae sont des plantes 

dicotylédones et représentent une des trois plus importantes familles de plantes à fleur, 

comprenant près de 800 genres et 20000 espèces (Smykal et al., 2015). Cette famille est 

constituée de trois sous-familles, les Papilionoideae et les Mimosoideae, auxquelles 

appartiennent la plupart des espèces capables d’établir une symbiose fixatrice d’azote, et les 

Caesalpinioideae dans laquelle peu d’espèces sont capables de noduler (Sprent, 2007). Les 

espèces de la sous-famille des Mimosoideae sont principalement des arbres et arbustes 

tropicaux ou subtropicaux, et incluent les genres Acacia, Prosopis et Leucaena. La sous-

famille des Papilionoideae comprend la plupart des légumineuses cultivées, à graines ou 

fourragères. C’est la plus grande des trois sous-familles ; elle comprend 476 genres et près de 

14000 espèces partageant un ancêtre commun autour de 50 MA (Lavin et al., 2005). Quatre 
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clades subdivisent les légumineuses cultivées : les Phaséoloïdes, les Galégoïdes, les 

Génistoïdes et les Dalgergoïdes (Smykal et al., 2015). Les Phaséoloïdes incluent les plantes 

dites « tropicales » comme le soja et le haricot (genres Glycine, Phaseolus) ; les Galégoïdes 

regroupent les plantes à culture en zone « tempérée » comme le pois, la lentille, la vesce, le 

pois chiche et la luzerne (genres Pisum, Lens, Vicia, Cicer, Medicago) (Fig. 2). Les genres 

Pisum et Lens appartiennent à la tribu des Fabeae (anciennement Viceae) qui comprend aussi 

trois autres genres: Lathyrus; Vicia (vesces, féverole) et le genre monotypique Vavilovia 

formosa (Mikic et al., 2014b; Smykal et al., 2015). La tribu des Fabeae est considérée comme 

l'un des groupes les plus jeunes de la famille des légumineuses avec un âge autour de 16 à 23 

MA, au milieu du Miocène (Lavin et al., 2005). 

Parmi ces espèces, certaines ont été définies comme modèles pour la communauté 

scientifique s’intéressant en particulier aux mécanismes régissant la symbiose rhizobium-

légumineuse. Les espèces Medicago truncatula et Lotus japonicus ont été les premières 

choisies, ceci en raison de la petite taille de leurs génomes (entre 450 et 500 Mb), de leur 

caractère autogame, du faible encombrement de leurs plantes et la courte durée de leur cycle 

de culture (Journet et al., 2001; Stougaard, 2001) (Table 1). Il a été montré que ces espèces 

présentent des régions synténiques entre elles et avec les légumineuses d’intérêt agronomique 

(Choi et al., 2004; Zhu et al., 2005). Il était donc communément admis que le clonage des 

gènes d’intérêt chez les plantes cultivées serait possible une fois ces derniers identifiés chez 

les espèces modèles. M. truncatula présente aussi l’intérêt de pouvoir être transformé par 

Agrobacterium rhizogenes et A. tumefaciens (Chabaud et al., 1996; Boisson-Dernier et al., 

2001). De grands projets nationaux et internationaux ont permis d’acquérir de nombreuses 

données génomiques sur ces espèces et les séquences de leurs génomes ont été publiées (Sato 

et al., 2008; Young et al., 2011). Les génomes de légumineuses d’intérêt agronomique ont 

aussi été séquencés ces dernières années : soja (Glycine max) (Schmutz et al., 2010), pois 

cajan (Cajanus cajan) (Varshney et al., 2012), pois chiche (Cicer arietinum) (Varshney et al., 

2013) et haricot (Phaseolus vulgaris) (Schmutz et al., 2014). Des consortiums internationaux 

ont été lancés dans le but de générer la séquence complète de deux autres espèces cultivées 

ayant des génomes de taille supérieure d’environ 4,2 à 4,5 Gb : la lentille et le pois. 

Les rhizobia 
Les bactéries rhizobia, symbiotes à l'intérieur des nodosités, peuvent également vivre comme 

saprophytes dans le sol. L'association bénéfique entre les rhizobia et les légumineuses a été 

découverte à la fin du 19ème siècle lorsque Beijerink a obtenu la première culture bactérienne 
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pure à partir d'un nodule responsable de la fixation d'azote (Beijerinck, 1888). Cette bactérie a 

été ensuite nommée Rhizobium leguminosarum, le nom du genre dérivant des mots grecs, 

rhiza (racine) et bios (vie), et celui de l’espèce désignant l’hôte (Frank, 1889). Les espèces 

bactériennes symbiotiques découvertes par la suite ont ainsi été définies principalement sur la 

base de caractéristiques phénotypiques telles que la gamme d'hôtes, la morphologie et la 

vitesse de croissance des colonies sur des milieux sélectifs (Dangeard, 1926; Baldwin & Fred, 

1929; Eckhardt et al., 1931). De cette façon les bactéries à croissance rapide ont tout d’abord 

été différenciées en R. leguminosarum, R. phaseoli, R. trifolii et R. meliloti, et celles à 

croissance lente R. japonicum et R. lupini. A partir des années 80, la diversité de l’ADN a été 

étudiée chez ces bactéries, en particulier celle de l’ADNr 16S, permettant une autre 

classification en genres et espèces. L'utilisation de l'ADNr 16S était la technique la plus 

utilisée pour l'identification, la classification et la phylogénie de tous les organismes vivants et 

en particulier des bactéries (Woese, 1987). Les R. japonicum ont été reclassés comme faisant 

partie d’un nouveau genre Bradyrhizobium (du grec bradus = lent) (Jordan, 1982), et les 

rhizobia à croissance rapide subdivisés en plusieurs genres, parmi lesquels Rhizobium, 

Mesorhizobium et Ensifer (anciennement Sinorhizobium) (Jarvis et al., 1997; Young, 2003). 

Les genres cités ci-dessus appartiennent à la classe des α-protobactéries, longtemps 

considérées comme seule classe contenant des bactéries nodulantes. Cependant, des β-

protobactéries ont également été identifiées comme capables de noduler des légumineuses 

(Moulin et al., 2001; Gyaneshwar et al., 2011). Avec l’accroissement des études de diversité 

génétique,  le nombre de genres et d’espèces reconnus parmi les rhizobia ne cesse de croitre; 

actuellement les rhizobia sont considérés comme regroupant 98 espèces et 13 genres; 

(http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizobia). Certaines de ces espèces ont été isolées à 

partir de racines de plantes autres que des légumineuses ou à partir de sols et identifiées 

comme non symbiotiques (Segovia et al., 1991; Rivas et al., 2004; Velázquez et al., 2005). A 

noter aussi que des bactéries n’appartenant pas aux rhizobia ont parallèlement été identifiées 

comme capables de noduler des légumineuses, indiquant que la diversité des bactéries 

capables d’établir une fixation symbiotique n’est pas encore totalement connue; pour une 

revue voir (Peix et al., 2015). 

Enfin, la taxonomie basée sur l'ADNr 16S ne reflète pas les caractéristiques 

symbiotiques variables des rhizobia appartenant à une même espèce, en particulier de leur 

gamme de plantes hôtes. En conséquence, les études de taxonomie ont progressivement pris 

aussi en compte la diversité au niveau des gènes connus comme indispensables à la 

nodulation et à la fixation de l’azote (Laguerre et al., 2001; Bailly et al., 2007; Peix et al., 
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2015). Ces gènes symbiotiques sont regroupés sur le mégaplasmide nommé pSym chez les 

bactéries appartenant aux genres Rhizobium et Sinorhizobium (Ensifer) ; chez Mesorhizobium 

et Bradyrhizobium, ils sont situés sur le chromosome dans des îlots symbiotiques (Sullivan et 

al., 1995; MacLean et al., 2007). Cependant, des espèces différentes partagent les mêmes 

éléments symbiotiques et il a été montré que ces éléments sont transmissibles d’une espèce à 

l’autre (Sullivan et al., 1995; Ding & Hynes, 2009). L’absence de correspondance simple 

entre diversité des gènes de symbiose et spécificité de nodulation a entraîné la préconisation 

d’une taxonomie dit polyphasique combinant informations phénotypiques et génotypiques 

(Vandamme et al., 1996). Le concept de « biovar » avait été introduit pour distinguer les 

rhizobia selon leur capacité à noduler spécifiquement une espèce ou une gamme réduite 

d’espèce de légumineuses ; il a été repris récemment sous le terme de « symbiovar » (Rogel et 

al., 2011). L’étendue de gamme d’hôtes était évaluée à partir d’expérimentations lourdes et 

pas toujours standardisées (Ramírez-Bahena et al., 2008). Les analyses de diversité sont de 

plus en plus nombreuses et associent un nombre croissant de gènes de symbiose, entrainant 

des modifications des contours des symbiovars (Ramírez-Bahena et al., 2008; Kumar et al., 

2015). 

2. Déterminants moléculaires et génétiques de la formation des 
nodosités 

Différentes étapes sont nécessaires à la formation de nodosités fonctionnelles. Un dialogue 

moléculaire est indispensable entre les deux partenaires, notamment pour l’établissement des 

étapes précoces de la nodulation et la régulation du nombre de nodosités formées. 

Généralités sur la formation des nodosités 
Selon les espèces de plante hôte, les nodosités se forment sur les tiges ou sur les racines. Chez 

la plupart des légumineuses à graines les nodosités sont racinaires. La formation des nodosités 

racinaires débute dans de rares cas par une pénétration des rhizobia dans les racines via des 

fissures formées lors de l’émergence des racines latérales. Le plus souvent, elle débute par 

une adhésion des bactéries à la surface des poils absorbants qui induit, au bout de 6 à 8 

heures, leur courbure en « crosse de berger » (Fig. 3). Cette courbure piège les bactéries qui 

forment alors une micro-colonie. Les bactéries induisent une dégradation locale de la paroi 

cellulaire des poils absorbants ; celle-ci s’invagine et une nouvelle paroi est formée autour de 

cette invagination produisant une structure tubulaire appelée le cordon d’infection (Gage, 

2004). Les cordons gagnent les cellules du cortex de la racine et se ramifient. Les cellules 
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bactériennes qu’ils renferment s’y multiplient. Pendant ce temps, les cellules du cortex interne 

situées sous le poil en cours d’infection se divisent pour former des primordia nodulaires. Les 

cordons infectieux pénètrent à l’intérieur de ces primordia et quelques jours après le début de 

l’infection libèrent les rhizobia dans des vésicules appelées symbiosomes où elles se 

différencieront en bactéroïdes capables de fixer l’azote. Une cellule infectée contient dans son 

cytoplasme le plus souvent un grand nombre de symbiosomes, pouvant aller jusqu’à plusieurs 

milliers (Udvardi & Day, 1997). La maturation se continue pour former une nodosité 

fixatrice. 

La morphologie des nodosités matures dépend de la nature de leur méristème et est 

définie par l’espèce végétale (Sprent, 2007; Ferguson et al., 2010). Chez les Phaséoloïdes, 

légumineuses « tropicales » auxquelles appartiennent le soja et la légumineuse modèle Lotus 

japonicus, les nodosités sont de type déterminé : leur méristème a une durée de vie limitée et 

elles sont sphériques. Les Galégoïdes, légumineuses « tempérées » auxquelles appartiennent 

le pois et la légumineuse modèle Medicago truncatula, se caractérisent par le maintien d’une 

zone méristématique pendant toute la vie des nodosités, dites de type indéterminé ; ceci leur 

confère une forme allongée et cylindrique. Une nodosité indéterminée mature est subdivisée 

en quatre zones, établies d’après la structure des bactéries qu’elles renferment (Vasse et al., 

1990). La zone I est constituée du méristème nodulaire et ne contient pas de bactéries. La 

zone II est la zone d’infection des cellules par les bactéries. La zone de transition comprend 

les cellules où les bactéries se différencient en bactéroïdes. La zone III contient les cellules 

contenant les bactéroïdes fixateurs, puis y succède la zone IV de sénescence du nodule. 

 

Généralités sur le fonctionnement des nodosités 
Au sein de la nodosité mature, les bactéroïdes fixent l’azote atmosphérique et produisent de 

l’ammonium. Cette réduction, catalysée par le complexe enzymatique de la nitrogénase est la 

suivante : 

N2 + 16 ATP + 8 e- +8 H+ -> 2 NH3 + 16 ADP + 16 Pi + H2 

Deux types de gènes portés par les bactéroïdes sont indispensables à cette réaction ; ce sont 

les gènes nif et fix. Les gènes nif codent pour la biosynthèse de la nitrogénase. Les gènes fix 

sont quant à eux impliqués dans la régulation et le métabolisme de l'oxygène (Black et al., 

2012). La présence d’oxygène est indispensable aux bactéroïdes pour leur respiration et la 

synthèse d’ATP, mais un excès d’oxygène inactive irréversiblement la nitrogénase. Il existe 

des processus permettant de maintenir une pression faible en O2 dans la zone centrale de la
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Fig. 3. Formation d’une nodosité racinaire de type indéterminé (1) Excrétion des flavonoïdes par la plante et des 
Facteurs Nod par les rhizobia (2) Chimiotactisme et attachement des rhizobia sur le poil absorbant (3) 
Formation de la crosse de Berger (4) Formation du cordon d’infection et divisions des cellules du cortex interne 
(5) Progression du cordon d’infection dans le cortex externe (6) Progression du cordon d’infection dans le 
cortex interne (7) Invasion des rhizobia dans les cellules du primodium nodulaire et formation du méristème (8) 
Maturation (9) Nodosité fixatrice d’azote avec (a) Zone I méristématique (b) Zone II d’infection (c) Interzone 
II-III (d) Zone III de fixation (e) Zone de sénescence (f) Vascularisation. D’après Ferguson et al. 2010 
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 nodosité où se situent les bactéroïdes. Tout d'abord, le parenchyme nodulaire constitue une 

barrière de diffusion qui limite l’entrée de l’oxygène dans la nodosité ; la plante exerce un 

contrôle physiologique de sa perméabilité selon les conditions environnementales (en 

particulier disponibilité en O2 et en nitrate dans la rhizosphère) (Denison et al., 1992). 

Ensuite, les cellules infestées produisent la leghémoglobine, une enzyme à très haute affinité 

pour l’oxygène, qui transporte et tamponne la concentration d’oxygène indispensable à la 

respiration des bactéroïdes (Appleby, 1984; Ott et al., 2005).  

La nodosité est étroitement en liaison avec le système vasculaire de la plante hôte (Fig. 

3), ce qui permet les échanges de nutriments et de signaux entre les deux partenaires. La 

plante fournit à la nodosité, via le phloème, l’énergie nécessaire tout d’abord à sa formation 

puis à son fonctionnement, ceci sous forme de photosynthétats et en particulier de saccharose 

(Udvardi & Day, 1997). Le saccharose est transformé, dans les cellules des nodosités, en 

acides dicarboxyliques C-4 (malate, fumarate, succinate) qui sont ensuite transportés dans les 

bactéroïdes. En retour, la majeure partie de l’ammonium produit diffuse passivement depuis 

les bactéroïdes dans le cytoplasme des cellules infectées pour y être assimilé (Prell & Poole, 

2006). Chez les légumineuses « tempérées » et l’arachide, l’N est incorporé dans des acides 

aminés (majoritairement asparagine et glutamine) alors que les légumineuses « tropicales » 

synthétisent des uréides. Ces composés azotés sont transportés par le xylème pour être utilisés 

par la plante pour la synthèse des molécules azotées nécessaires à son métabolisme (acides 

aminés, protéines et acides nucléiques). 

Bases moléculaires des étapes précoces de la nodulation 
La mise en place de la nodulation implique une reconnaissance entre les partenaires 

symbiotiques. Une coordination de l'expression de nombreux gènes chez les deux partenaires, 

elle-même réglementée par l'échange de signaux moléculaires, est aussi nécessaire pour 

induire les importantes modifications racinaires relatives à la nodulation (Perret et al., 2000; 

Oldroyd, 2013; Janczarek et al., 2015). 

Côté rhizobia 

Les rhizobia contenus dans la rhizosphère sont attirés par chimiotactisme vers les racines des 

plantes hôtes, grâce aux différentes molécules exsudées ou excrétées par celles-ci 

(Gaworzewska & Carlile, 1982). Les bactéries se dirigent vers la source de ces molécules ; en 

arrivant contre les poils racinaires, elles s’y fixent et forment un bio-film (Downie, 2010). Les 

flavonoïdes sont les plus connus des premiers signaux émis par la plante (Redmond et al., 

1986). Ils activent la protéine NodD, facteur de transcription des gènes bactériens nod 
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Fig. 4. Structure des facteurs Nod. Sont indiqués en rose les gènes impliqués (commun ou spécifiques) et les 
sites de décoration (R1 à R6). D’après Perret et al. 2000 
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(Mulligan & Long, 1985; Schultze & Kondorosi, 1998; Chen et al., 2005). La protéine NodD 

se lie aux nod boxes, éléments de cis-régulation des opérons qui regroupent les gènes nod, et 

régule ainsi leur expression de manière coordonnée. Les protéines NodD sont présentes chez 

tous les rhizobia mais leurs propriétés symbiotiques varient d’une espèce à l’autre. La 

reconnaissance entre les protéines NodD d’une espèce de rhizobia et leur flavonoïde 

activateur est un des premiers mécanismes de spécificité dans la symbiose rhizobium-

légumineuse (Spaink et al., 1987; Denarie et al., 1992; Maj et al., 2010). 

En plus des gènes régulateurs de transcription nodD codant pour les protéines NodD, 

deux autres classes fonctionnelles de gènes nod peuvent être identifiées : celle des gènes 

communs nodABC et celle des gènes de décoration spécifique à l’hôte (Debelle et al., 2001). 

Les gènes nodABC sont responsables de la synthèse du squelette des facteurs Nod (en anglais, 

Nod factors ou NFs), molécules symbiotiques essentielles à la nodulation (Denarie et al., 

1992). Ce sont des lipo-chitooligosaccharides (LCOs), molécules composées d’un squelette 

de chitine comprenant trois à six résidus N-acetyl-glucosamine (GlcNAc) et dont l’extrémité 

non réductrice est N-acétylée avec un acide gras (Fig. 4). Le gène nodC code pour une N-

acetylglucosamine transférase dont le rôle est de former le squelette de chitine ; nodB et nodA 

codent pour les enzymes qui interviennent successivement dans le processus de substitution à 

l’extrémité non réductrice (Perret et al., 2000; Debelle et al., 2001). Les gènes nodABC sont 

très conservés et présents chez les différentes espèces de rhizobia, à l’exception seulement de 

certains Bradyrhizobium (Giraud et al., 2007). Les NFs produits diffèrent selon les espèces 

porteuses de ces gènes, avec des variations de longueur de l’oligomère de chitine et des 

substitutions portées par le sucre réducteur (notamment du degré de saturation de l’acide 

gras), indiquant une implication des gènes nodABC dans la spécificité d’hôte (Denarie et al., 

1996; D'Haeze & Holsters, 2002). La diversité des gènes nodABC permet aussi de distinguer 

des biovars au sein d’une même espèce (Laguerre et al., 2001; Bailly et al., 2007). 

Les gènes nod à décorations spécifiques ne sont présents que chez certaines espèces, 

certains symbiovars ou certaines souches parmi ces symbiovars. Ils induisent différents types 

de modification aux deux extrémités, non-réductrice et réductrice, du squelette de chitine. 

Chaque souche possède son propre cortège de gènes nod spécifiques qui lui permettent la 

production d’un cocktail de NFs (Long, 1996; Wais et al., 2002). Les souches de R. 

leguminosarum sv. viciae (Rlv) se caractérisent par leur production d’un mélange de NFs 

pour lesquels les chaînes acyl (située à l’extrémité non réductrice du squelette de chitine) sont 

en C18:1 ou C18:4 (Spaink et al., 1991; Ovtsyna et al., 1999; Walker et al., 2000). La 

substitution en C18:4 est spécifique des Rlv et est déterminé par le gène nodE, qui est un 
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déterminant majeur de leur gamme d’hôtes (Spaink et al., 1991; Bloemberg et al., 1995). Ce 

gène ainsi que le gène nodO sont d’avantage impliqués dans la croissance du cordon 

d’infection que dans la pénétration des Rlv dans les poils absorbants, ce qui suggère que la 

spécificité entre plante et bactérie se manifeste à différentes étapes de perception des NFs 

(Walker et al., 2000). Un autre gène important est NodL ; il contrôle l’O-acétylation du sucre 

terminal non réducteur et influe également sur la nodulation spécifique à l'hôte (Spaink et al., 

1991). Les souches Rlv porteuses de nodX sont quant à elles les seules capables de noduler les 

pois de type « Cv Afghanistan » chez lesquels le gène SYM2 est présent sous la forme 

allélique sym2A (Lie, 1978; Young & Matthews, 1982; Davis et al., 1988; Geurts et al., 1997). 

Ce gène induit une O- acétylation du sucre réducteur (Firmin et al., 1993; Ovtsyna et al., 

1999). 

Des processus autres que ceux relatifs aux NFs sont nécessaires à la mise en place de 

la nodulation. Ainsi l’attachement des rhizobia est facilité par la liaison qui s’établit entre les 

lectines sécrétées par les plantes au niveau des poils absorbants et les polysaccharides de 

surface des rhizobia (en anglais, Rhizobial cell surface polysaccharides ou RCSPs) (Laus et 

al., 2006). La composition et la structure des RCSPs varient selon les souches de rhizobia, 

suggérant leur implication dans la reconnaissance spécifique entre les partenaires (Robertsen 

et al., 1981; Kawaharada et al., 2015). Les fibrilles des rhizobia et des protéines de type 

adhésines/Ca2+dépendantes (ricadhésines) qu’elles produisent sont aussi impliquées dans cet 

attachement (Smit et al., 1987). De façon plus générale, les rhizobia utilisent différents types 

de mécanismes de sécrétion de protéines pour adapter leur interaction avec les plantes hôtes, 

ceci de façon régulée par les flavonoïdes exsudés par la plante (Kobayashi et al., 2004; 

Zehner et al., 2008). 

Côté légumineuses 

Un très grand nombre d’études génétiques ont été réalisées chez les deux légumineuses 

modèles, L. japonicus et M. truncatula, qui ont permis de mettre en évidence les principaux 

gènes indispensables à la mise en place des premières étapes de la nodulation (perception des 

NFs et formation des cordons d’infection, transduction du signal et formation du primordium 

(Fig. 5). Certains gènes impliqués ont aussi été mis en évidence chez les espèces cultivées 

telles que le pois (Pisum sativum) et le soja (Glycine max). 

Perception des facteurs Nod 

Les récepteurs indispensables à la perception des NFs puis à la nodulation sont des LysM-

RLKs. Ces receptor-like kinases (RLK) sont constitués d’un domaine kinase intracellulaire, 
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d’un domaine transmembranaire et d’un domaine extracellulaire comportant plusieurs motifs 

lysine (LysM) impliqués dans la perception des modifications des sucres réducteurs et non-

réducteurs des NFs. Les LysM-RLKs ne sont connues que chez les plantes et sont codées par 

une famille multigénique (au moins 20 membres dans la plupart des légumineuses) ; pour une 

revue voir (Gough & Cullimore, 2011; Liang et al., 2014). Deux gènes ont été identifiés 

comme indispensables à la nodulation chez plusieurs légumineuses. Le gène 

MtNFP/LjNFR5/PsSYM10/GmNFR5 est indispensable à la perception des NFs (Walker et al., 

2000; Limpens et al., 2003; Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003). L’autre gène, 

MtLYK3/LjNFR1/PsSYM37/GmNFR1, est impliqué plus spécifiquement dans la croissance 

des cordons d’infection (Geurts et al., 1997; Limpens et al., 2003; Zhukov et al., 2008). Chez 

le pois, il a été montré que PsSYM37 est situé dans une même région chromosomique que 

PsSYM2, ainsi que PsK1 un autre gène codant pour une LysM-RLK (Zhukov et al., 2008) 

mais la séquence de ces gènes n’a pas encore été clairement déterminée. Chez L. japonicus, 

EPR3, un autre membre de la famille LysM-RLKs, a été récemment identifié comme jouant 

un rôle dans la reconnaissance des rhizobia via la perception des RCSPs qu’elles produisent et 

ceci après induction par les NFs (Kawaharada et al., 2015). 

Enfin, un récepteur sérine/thréonine kinase de la famille des Leucine-Rich Repeat 

RLKs (LRR-RLKs) a aussi été identifié comme impliqué dans la perception des NFs. Il est 

codé par le gène LjSYMRK/MtDMI2/PsSYM19/GmNORK (Endre et al., 2002; Stracke et al., 

2002). Récemment, il a été observé que LjSYMRK forme un complexe avec LjNNFR5 

(Antolín-Llovera et al., 2014) et que MtDMI2 peut s’associer avec MtHMGR1, une enzyme 

de la voie de synthèse du mévalonate, capable elle-aussi d’induire des oscillations calciques 

(Venkateshwaran et al., 2015). 

Cascade signalétique de transduction du signal 

La perception des facteurs Nod déclenche des modifications au niveau de l’épiderme 

des poils absorbants. Des canaux calciques sont tout d’abord activés dans la membrane 

plasmique provoquant un influx d’ions Ca2+, suivie d’un efflux d’ions Cl- et K+ dans le milieu 

extracellulaire ; le gradient de calcium ainsi créé induirait la courbure du poil absorbant et 

faciliterait la formation du cordon d’infection (Esseling et al., 2003). Cet influx de calcium est 

suivi par l'établissement d’oscillations calciques à proximité et à l’intérieur des noyaux des 

cellules épidermiques. Des nucléoporines ont été identifiées chez L. japonicus comme 

impliquées dans le transport du calcium à l’intérieur du noyau (Saito et al., 2007). D’autres 

protéines situées dans la membrane nucléique sont impliquées, en particulier celles codées par 
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Fig. 5. Schéma conceptuel des bases moléculaires des étapes précoces de la nodulation. D’après Geurts et al. 
(2016) 
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MtDMI1/LjCASTOR et LjPOLLUX constituent des canaux permettent l’efflux de K+ et la 

dépolarisation de la membrane nucléaire et du réticulum endoplasmique favorables à l’influx 

de Ca2+  (Ané et al., 2004; Imaizumi-Anraku et al., 2005; Riely et al., 2007; Charpentier et 

al., 2008). Des protéines responsables des oscillations calciques viennent d’être identifiées 

chez M. truncatula ; ces CNGC15 (Cyclic Nucleotide-Gated Channel) sont situées elles-aussi 

dans la membrane nucléaire et interagissent probablement avec DMI1 (Charpentier et al., 

2016). 

Le signal induit par les oscillations calciques est perçu par une protéine kinase 

Ca2+/Calmoduline dépendante (CCaMK) codée par LjCCaMK/MtDMI3/PsSYM9 (Lévy et al., 

2004; Tirichine et al., 2006). Cette protéine interagit avec et phosphoryle le facteur de 

transcription LjCYCLOPS/MtIPD3 (Singh et al., 2014). Une succession d’activation de 

facteurs de transcription, parmi lesquels NIN, NSP1, NSP2, ERN1 et ERN2, se produit 

ensuite ; pour une revue voir (Geurts et al., 2016). Ces facteurs de transcription coordonnent 

l’expression dans l’épiderme de différents gènes codant pour des nodulines dont ENOD11 

(Andriankaja et al., 2007). 

Etapes précoces de la nodulation 

La cascade signalétique induite par les facteurs Nod aboutit aussi à l’activation dans le cortex 

d’un récepteur de cytokinines (CKs) comprenant un domaine histidine kinase et codé par 

MtCRE1/LjHK1 (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Tirichine et al., 2007). L’activation de ce 

récepteur est indispensable à l’induction des divisions cellulaires dans le cortex et la 

formation des primordia nodulaires (Frugier et al., 2008; Plet et al., 2011). Il a été montré que 

les activations de MtCRE1 et de MtNIN dans le cortex sont corrélées de façon positive ; 

l’expression de l’un promouvant l’expression de l’autre (Vernié et al., 2015). La forte 

accumulation de NIN dans le cortex induit l’activation des gènes du complexe NF-Y puis des 

gènes MtERN1 et MtERN2 nécessaires à la formation du nodule. 

Rôle des phytohormones 

Bien avant que leur rôle de signalisation via le gène Cre1 soit démontré, les CKs ont été 

précocement pressenties comme jouant un rôle dans la nodulation. Leur rôle a tout d’abord 

était envisagé comme antagoniste à celui de l’auxine ; par une action directe sur 

l’accumulation d’auxine dans les cellules corticales et l’initiation des primordia nodulaires. Il 

avait été observé une accumulation de CKs dans les nodules de diverses légumineuses y 

compris le pois (Syõno & Torrey, 1976; Badenoch-Jones et al., 1987) ; puis qu’une 

application de CKs sur les racines induisaient des divisions au niveau des cellules corticales et 
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l’expression de gènes codant pour les nodulines ENOD2 et ENOD40 (Hirsch et al., 1997). Il a 

été montré récemment que l’accumulation des CKs dans les cellules du cortex des racines de 

M. truncatula suite à l’application de NFs est une étape clé pour l’induction de l’expression 

de la majeure partie des gènes nécessaires à la formation du nodule (van Zeijl et al., 2015). 

Les CKs en tant que telles ne seraient pas impliquées dans les modifications du transport de 

l’auxine nécessaires à son accumulation dans les cellules corticales ; c’est l’accumulation de 

flavonoïdes induite par l’activation du gène MtCRE1 qui en serait la cause (Ng et al., 2015). 

L’accumulation des CKs serait quant à elle régulée négativement par l’éthylène (van Zeijl et 

al., 2015). D’autres hormones comme l’acide abscissique (ABA) et les jasmonates (JA) ont 

un impact négatif sur la formation des nodules (Ferguson et al., 2010) (Fig. 5). 

Régulation du nombre de nodosités 
La nodulation représente un coût en C élevé pour la plante, que ce soit pour la formation ou le 

fonctionnement des nodosités (Pate & Herridge, 1978; Voisin et al., 2003a). En conséquence, 

la plante régule le nombre de nodosités qu’elle produit, ajustant ainsi son acquisition d’N via 

la fixation de N2 à ses besoins en croissance et en fonction de la disponibilité en N sous forme 

minérale (ou organique) dans le milieu. Un contrôle local de la nodulation existe, par 

restriction du nombre d’infections et limitation de la formation du primordium nodulaire à 

une zone restreinte spatialement. Il existe différents modes de contrôle local de la nodulation. 

Chez les plantes à nodules indéterminés comme le pois et M. truncatula, il été observé que les 

primordia se positionnent préférentiellement à proximité des vaisseaux de xylème et loin de 

ceux de phloème, ceci en lien avec un gradient d’éthylène (Heidstra et al., 1997; Penmetsa & 

Cook, 1997). Récemment, il a été mis en évidence chez le soja un contrôle local par GmNIC1, 

gène codant pour un peptide CLE et dont l’expression est induite par une forte teneur en 

nitrate du milieu (Reid et al., 2011). 

 La régulation du nombre de nodosités peut aussi se faire à distance ; cette régulation 

systémique a été nommée « autorégulation de la nodulation » (Autoregulation of nodulation, 

AON) (Caetano-Anolles & Gresshoff, 1991). Elle met en œuvre des signaux émis par les 

racines et reçus par les parties aériennes qui, en retour, envoient des signaux aux racines. Des 

mutants hypernodulants sont connus depuis longtemps chez différentes légumineuses dont le 

pois (Postma et al., 1988; Sagan & Duc, 1996) ; la plupart ne perçoivent pas, au niveau de 

leur partie aérienne, un signal émis par leurs racines et sont donc impactés dans leur AON 

(Caetano-Anolles & Gresshoff, 1991). Il a été trouvé qu’ils présentent une mutation dans des 

gènes, MtSUNN/LjHAR1/GmNARK/PsSYM29, codant pour des récepteurs LRR-RLKs. 
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(Leucine-Rich Receptor Like Kinase) ; (Krusell et al., 2002; Nishimura et al., 2002; Searle et 

al., 2003; Schnabel et al., 2005). Plus récemment, des peptides CLE (MtCLE12/13, LjRCLE-

RS1/RS2, GmRIC1/2) émis par les racines et induits par les rhizobia ont été identifiés comme 

jouant ce rôle de molécule signal chez M. truncatula, L. japonicus et le soja (Mortier et al., 

2010; Reid et al., 2011; Okamoto et al., 2013). 

Les teneurs élevées en N minéral inhibent la formation des nodosités (Caroll & 

Mathews, 1990; Barbulova et al., 2007). Outre la réponse localisée, il existe aussi une réponse 

systémique, et les mutants hypernodulants sont connus depuis longtemps comme étant nitrate-

tolérants (Caroll & Mathews, 1990; Sagan & Duc, 1996; Wopereis et al., 2000; Schnabel et 

al., 2005). Il a été montré récemment que le gène LjHAR1 est aussi impliqué dans cette 

régulation, comme récepteur du peptide CLE-RS2 émis par les racines soumises à une forte 

teneur en nitrate (Okamoto & Kawaguchi, 2015). 

 

3. Déterminants moléculaires et génétiques de la mise en place du 
système racinaire chez les dicotylédones 

Comparé à celui des céréales, le système racinaire des dicotylédones est peu développé. Chez 

les monocotylédones, plusieurs types de racines  coexistent : les racines latérales qui se 

développent à partir de la racine primaire, les racines séminales et les racines adventives à 

partir du collet (Wachsman et al., 2015). Chez les dicotylédones, le système racinaire est 

principalement pivotant, composé d’une racine principale (ou pivot) initiée au stade 

embryonnaire et de racines latérales qui apparaissent de manière acropète sur la racine 

principale puis sur les racines latérales d’ordre précédent. Plus occasionnellement des racines 

adventives peuvent aussi apparaître (Sorin et al., 2005). La formation des racines latérales a 

été très étudiée chez Arabidospis thaliana (Arabidopsis), modèle d’étude pour les plantes 

dicotylédones. Les études sur les racines des légumineuses sont beaucoup plus récentes. 

Formation des racines latérales chez les dicotylédones (modèle 
Arabidopsis) 
Depuis 20 ans, un très grand nombre d’études cellulaires et moléculaires de la formation des 

racines ont été réalisées sur Arabidopsis ; pour une revue voir (Peret et al., 2009). C’est ce 

modèle que nous allons décrire ci-dessous. 
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Fig. 6. Formation d’une racine latérale chez Arabidopsis thaliana (a) les différents tissus constitutifs d’une 
racine primaire (b) les 8 stades de développement du primordium racinaire formé à partir de cellules du 
péricycle de la racine primaire (c) les gradients de concentration en auxine (d) racines colorées par du bleu 
d’aniline ; barre d’échelle = 20µm. D’après Perret et al. (2009) 
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Contrairement aux ramifications aériennes, les racines latérales ne sont pas formées à 

partir de méristèmes axillaires préexistants dans l’embryon. Les primordia des racines sont 

initiés à partir de la dédifférenciation de quelques cellules du péricycle de la racine primaire, 

ceci à proximité de son apex (Fig. 6). Ces cellules fondatrices subissent alors des divisions 

anticlinales pour créer un primordia composé d'un maximum de dix petites cellules de 

longueur égale ; c’est le stade I de son développement (Malamy & Benfey, 1997). Une 

succession de divisions périclinales et anticlinales d’un nombre limité de cellules aboutit à la 

formation progressive des différents tissus représentatifs d’une racine et confère une forme de 

dôme au méristème. Ce méristème traverse successivement les différents tissus de la racine 

primaire (endoderme, cortex, épiderme), ceci des stades IV à VI de son développement. Au 

stade VII, une nouvelle racine émerge de la racine primaire au stade VIII par expansion 

cellulaire. 

Les phytohormones jouent un rôle prépondérant pour la formation des racines. Ce rôle 

a été abondamment décrit chez Arabidopsis et étudié plus récemment chez M. truncatula. 

Chez Arabidopsis, l’initiation des racines latérales se fait en réponse à un signal auxine, suite 

à l’expression du gène DR5 (De Smet et al., 2007). L’accumulation d’auxine nécessaire aux 

premiers stades de formation des méristèmes est modulé notamment par les transporteurs 

AUX1, PINs et PGP/MDR et se fait grâce au transport acropétal via le phloème de l'auxine 

des méristèmes foliaires vers l’apex racinaire puis basipétal depuis la racine primaire 

(Casimiro et al., 2001; Casson & Lindsey, 2003; Wu et al., 2007). Lors de l’émergence de la 

nouvelle racine latérale, le primordium acquiert la capacité à produire de l’auxine mais 

néanmoins, l’afflux d’auxine venant des autres organes reste nécessaire à son allongement 

(Wu et al., 2007). Le rôle négatif des CKs sur la formation des racines latérales a aussi été 

souvent souligné ; en particulier, les CKs interfèrent avec l’expression des gènes PINs, 

perturbant ainsi la formation du gradient d’auxine et l’initiation des racines (Laplaze et al., 

2007). Il a été observé chez Arabidopsis et M. truncatula que les flavonoïdes ont un impact 

négatif sur l’allongement des racines via une diminution du transport de l’auxine vers l’apex 

des racines (Peer et al., 2004; Peer & Murphy, 2007; Laffont et al., 2010). Enfin, il a été 

montré que les gibbérellines (GA), en stimulant la dégradation des protéines DELLAs, ont un 

effet antagoniste vis-à-vis des effets négatifs de l’éthylène sur l’allongement des racines 

(Achard et al., 2003). L'auxine est quant à elle aussi connue pour favoriser l’allongement des 

racines en améliorant la destruction des protéines DELLAs par les GA (Ubeda-Tomas et al., 

2008). 
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Fig. 7. Quatre modifications du système racinaire chez Arabidopsis en réponse à la disponibilité en N du milieu 
(A) Effet stimulateur de l’allongement des racines d’un apport localisé de NO3- (B) Inhibition de l’émergence 
des racines par un apport uniforme et très élevé en NO3

- (C) Inhibition de l’initiation des racines par un faible 
rapport C/N (D) Effet d’un apport de glutamate : inhibiteur de l’allongement de la racine principale et 
stimulateur d’initiation et d’allongement des racines latérales. D’après Zhang et al. (2007) 
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Bases moléculaires de l’acquisition d’N et du développement des 
racines 
Acquisition d’azote par les racines 

Les plantes sont capables d’acquérir de l’N à partir des différentes formes présentes dans la 

rhizosphère ; principalement l’N sous forme minérale (ammonium, nitrate) présent quai-

universellement dans tous les sols mais aussi les composés organiques azotés solubles (urée, 

peptides, acides aminés) (Näsholm et al., 2009). Comme pour la mise en place su système 

racinaire, l’étude des gènes impliqués dans le prélèvement des deux formes minérales a tout 

d’abord été très étudié chez Arabidopsis. Quelques gènes sont connus chez M. truncatula et 

chez L. japonicus. 

Le nitrate et l’ammonium sont prélevés activement par les racines grâce à des 

transporteurs membranaires; pour une revue voir (Courty et al., 2015; Kiba & Krapp, 2016). 

Les plantes acquièrent préférentiellement du nitrate comparativement à de l’ammonium qui en 

excès peut être toxique. Deux familles de transporteurs d’ammonium ont été identifiées chez 

Arabidopsis ; la famille AMT1 contrôle le transport et l’acquisition de l’ammonium et la 

famille AMT2 est impliquée dans des processus de régulation en fonction de la disponibilité 

en ammonium (Sohlenkamp et al., 2002; Yuan et al., 2007). Trois AMT1 et deux AMT2 ont 

été caractérisés chez L. japonicus (D'Apuzzo et al., 2004; Rogato et al., 2010). Les 

transporteurs de nitrate sont divisés en deux familles, NRT1/PTR/NFP et NRT2. Chez 

Arabidopsis, il a été identifié 53 membres de la famille NFP et 7 membres de la famille 

NRT2. Les membres de la famille NRT2 sont préférentiellement des transporteurs à haute 

affinité (high-affinity transporters, HATs) c’est-à-dire actifs lorsque la teneur en NO3
- du 

milieu est faible (inférieure à 1 mM). Les transporteurs de la famille des NRT1/PTR/NFP sont 

préférentiellement des transporteurs à faible affinité (low-affinity transporters, LATs), actifs 

lorsque la teneur en NO3- du milieu est élevée (jusqu’à 50 mM), excepté NRT1.1 qui est à 

double affinité. Deux transporteurs NRT1 ont été identifiés chez M. truncatula : NIP/LATD 

et NRT1.3. Contre toute attente, MtLATD est un transporteur à haute affinité ; et il est surtout 

connu pour son rôle dans le développement racinaire et la nodulation (Yendrek et al., 2010; 

Bagchi et al., 2012). MtNRT1.3 n’aurait pas un rôle majeur comme transporteur de nitrate 

mais serait d’avantage impliqué dans la réponse de la plante à la limitation de la disponibilité 

en nitrate dans le milieu (Morère-Le Paven et al., 2011). 
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Fig. 8. Représentation schématique du contrôle de l’allongement des racines latérales par NRT1.1 chez 
Arabidopsis (A) En absence de NO3

-, NRT1.1 active le transport basipétal de l’auxine ; l’allongement des 
racines est donc réduit car l’auxine ne s’accumule pas dans les apex (B) Un apport de 1 mM de NO3

- réprime 
l’activation du transport basipétal de l’auxine par NRT1.1 ; l’auxine s’accumule dans les apex et l’allongement 
des racines est favorisé. D’après Krouk et al. (2010) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Fig. 9. Représentation schématique de la régulation de l’expression de NRT2.1 par N dans les racines 
d’Arabidopsis. En plus de l’induction par NO3

-, l’expression de NRT2.1 est réprimée à la fois par les 
métabolites azotés présents dans le phloème et par une forte teneur en NO3- du milieu. D’après Krouk et al. 
(2006) 
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Développement des racines en interaction avec la ressource azotée minérale 

Les racines ont la capacité de s’adapter de façon très importante à leur environnement local, 

ce qui leur permet de satisfaire au mieux les besoins de la plante, en particulier ceux en N (Li 

et al., 2016). Des modifications de la croissance et du développement des racines ont été 

décrites chez Arabidopsis en réponse à des modifications de disponibilité de différentes 

formes d’N (Zhang et al., 2007) (Fig. 7). Parmi ces réponses, la stimulation locale de 

l’allongement des racines par un apport de nitrate est la plus connue. Cette stimulation 

implique deux principales protéines, ANR1, un facteur de transcription MAD-box, et en 

amont, NRT1.1 impliqué comme nitrate-senseur dans la voie de signalisation, (Zhang & 

Forde, 1998; Remans et al., 2006a). Il a été ensuite montré que NRT1.1 est aussi un 

transporteur d'auxine, permettant un fin ajustement de l’accumulation de l’auxine dans les 

apex des racines latérales et donc de leur allongement en fonction de la teneur en nitrate du 

milieu (Krouk et al., 2010) (Fig. 8). L’allongement des racines est ainsi favorisé en présence 

d’un apport homogène et modéré de nitrate (<1mM). NRT1.1 a aussi un rôle antagoniste 

contre l’effet localement inhibiteur du glutamate sur la croissance de la racine principale 

(Walch-Liu & Forde, 2008). Un apport d’ammonium, quant à lui, provoque une augmentation 

de l’initiation de racines (Lima et al., 2010). 

Inversement, il a été observé qu’un très fort apport de nitrate (>>10mM) entraîne une 

inhibition de l’émergence des racines latérales (Zhang et al., 1999; Remans et al., 2006b) et 

de l’allongement de la racine primaire (Linkohr et al., 2002). Cette inhibition mettrait en jeu 

une régulation systémique semblable à celle impliquant une répression du développement des 

racines par les produits d’assimilation de l’N (Zhang et al., 1999; Walch-Liu et al., 2006a; 

Gifford et al., 2008; Gojon et al., 2009). L’expression de gènes codant pour des transporteurs 

AMT1 et pour des transporteurs à haute-affinité NRT2 est réprimée lors d’un fort apport de 

nitrate ; c’est le cas en particulier du gène AtNRT2.1 sous contrôle de AtNRT1.1 (Krouk et al., 

2006; Loqué et al., 2006; Remans et al., 2006b) (Fig. 9). Les produits d’assimilation de l’N 

tels que la glutamine et l’asparagine pourraient être des signaux de satiété induisant une 

répression de l’émergence et de l’allongement des racines latérales (Gifford et al., 2008; 

Ivanov et al., 2012). 

Une coordination très précise, via des molécules signal, de la modulation de 

l'architecture du système racinaire en réponse à la fourniture d'azote est indispensable. En 

effet, la plante investit du C et met en place des réponses adaptées au niveau de ses racines lui  

permettant une acquisition d’N suffisante pour soutenir la formation de l'appareil 
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photosynthétique. Le niveau d’initiation de racines latérales a ainsi été montré comme étant 

lié au rapport C/N (Malamy & Ryan, 2001) (Fig. 7). De même, la plupart des modifications 

de l’architecture racinaire en réponse à différents régimes de nutrition azotée peuvent être 

expliquées par des modifications des allocations de C au sein du système racinaire (Brun et 

al., 2010). 

Les hormones, en particulier l’auxine et les CKs, ont été précocement pressenties 

comme jouant un rôle comme molécules signal de l’état de nutrition azotée de la plante. 

Ainsi, l’accumulation de nitrate dans les feuilles (suite à un fort apport de nitrate) 

provoquerait une inhibition de la synthèse d’auxine dans les feuilles et donc de son transport 

vers les racines et de l’émergence des racines latérales (Forde, 2002; Walch-Liu et al., 2006a). 

Les CKs ont été identifiés comme étant des signaux d’état d’insuffisance d’alimentation en N 

et il a été montré qu’un fort apport en nitrate induit une forte augmentation de la teneur en 

CKs des feuilles (Kiba et al., 2011; Ruffel et al., 2011). L’augmentation de CKs qui en résulte 

dans les racines y aurait un impact négatif sur le transport de l’auxine et inhiberait leur 

croissance. D’autres hormones comme l’éthylène et l’ABA sont aussi impliquées dans la 

réponse systémique à la disponibilité en N (Walch-Liu et al., 2006a; Tian et al., 2009; Ruffel 

et al., 2011).  

4. Ajustement entre les deux voies d’acquisition d’azote chez les 
légumineuses 

Le système racinaire des légumineuses est nodulé : il est le support non seulement de 

l’acquisition de l’azote minéral du sol par les racines mais aussi de la fixation symbiotique de 

l’azote atmosphérique au sein des nodosités, et les proportions racines/nodosités sont 

variables selon l’état de la plante et de son milieu. Les développements racinaire et nodulaire 

sont en compétition pour l’utilisation des ressources disponibles en C, ce qui nécessite un 

ajustement très complexe entre ces développements pour satisfaire au mieux les besoins en N 

nécessaires à la croissance de la plante. Les molécules signal impliquées dans cette régulation 

font l’objet d’études chez les légumineuses modèles comme M. truncatula. Elles ne sont pas 

encore connues chez les plantes cultivées. Les légumineuses à graines quant à elles, et 

notamment le pois, ont fait l’objet de nombreuses études montrant un ajustement aux cours du 

cycle de la culture entre les deux voies d’acquisition d’N. 
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Signalétique de la régulation entre les deux organogenèses 
racinaire et nodulaire 
Les deux types d’organes sont initiés de façon post-embryonnaire et chez les légumineuses à 

nodosités à croissance indéterminée, à partir des mêmes tissus cellulaires ; péricycle, 

endoderme et cortex. Ainsi que nous l’avons vu dans les paragraphes précédents, la formation 

des nodosités et celle des racines latérales sont toutes les deux favorisées en conditions de 

faible teneur en nitrate du milieu et sont régulées par les mêmes phytohormones, le plus 

souvent de façon antagoniste. Différentes études menées chez M. truncatula ont confirmé 

cette double implication des hormones. Ainsi, l’implication du transport d’auxine pour la 

formation à la fois des racines et des nodosités a été démontrée : MtLAX, un gène codant pour 

un transporteur d’auxine, s’exprime dans les deux types de primordia, racinaire et 

nodulaire (de Billy et al., 2001); de plus il a été observé que le nombre de nodosités et de 

racines formées est corrélé positivement à l’intensité du transport d’auxine via le phloème 

entre les parties aériennes et les racines (Jin et al., 2012). Les études relatives au rôle de 

signalisation des CKs via le gène MtCRE1 ont montré qu’elles sont indispensables à la 

formation des nodosités avec un impact négatif sur le développement des racines latérales 

(Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Frugier et al., 2008; Laffont et al., 2015). 

 En complément des phytohormones classiques, il a été montré récemment que des 

petits peptides sont des régulateurs potentiels de la nodulation et de la formation des racines. 

Il existe deux types principaux de petits peptides, les CLEs et les CEPs ; pour une revue voir 

(Djordjevic et al., 2015; Okamoto et al., 2016). 

Les peptides CLE (CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGION) sont les plus 

étudiés de petits peptides. Ils constitués par 12 à 13 acides aminés. 32 peptides CLE ont été 

identifiés chez Arabidopsis. Ainsi que nous l’avons vu précédemment, les peptides 

MtCLE12/13, LjRCLE-RS1/RS2 et GmRIC1/2 ont été identifiés chez les légumineuses 

modèles et chez le soja, comme étant des molécules signal émises par les racines, induites 

essentiellement par l’inoculation par les rhizobia mais aussi par des fortes teneurs en nitrate, 

et impliquées dans la voie d’autorégulation du nombre de nodosités (Mortier et al., 2010; 

Reid et al., 2011; Okamoto et al., 2013; Okamoto & Kawaguchi, 2015) (Fig. 10a). Ces 

signaux sont perçus dans les feuilles par les récepteurs LRR-RLKs codés par 

MtSUNN/LjHAR1/GmNARK/PsSYM29 (Krusell et al., 2002; Nishimura et al., 2002; Searle et 

al., 2003; Schnabel et al., 2005). Le signal synthétisé en retour au niveau des feuilles pourrait 

être constitué de CKs (Okamoto et al., 2016). 
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Fig. 10. Représentation des voies signalétiques de régulation du nombre des nodosités et de racines latérales (a) 
Chez Lotus japonicus, les peptides CLE-RS1/2 sont un signal de « satiété » transmis aux feuilles. CLE-RS1/2 
sont induits par l’inoculation avec des rhizobia et CLE-RS2 est aussi induit par une forte teneur en nitrate du 
milieu. Le récepteur HAR1 reconnait les peptides CLE-RS1/2 et envoie un signal, probablement sous forme de 
CKs, aux racines qui induit une inhibition de la nodulation (b) Chez Arabidopsis, les peptides CEPs sont un 
signal de « faim » en N transmis aux feuilles. Ils sont induits par une carence locale en nitrate. Le récepteur 
CEPR1 reconnait les peptides CEPs et envoie un signal secondaire à des racines situées dans une zone non 
carencée pour y stimuler l’acquisition de nitrate. D’après Okamoto et al. (2016). 
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Les CEPs (C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDES) sont des peptides constitués de 

15 acides aminés. 11 gènes codant pour des CEPs sont connus chez Arabidopsis ; parmi 

lesquels sept sont sur-exprimés en conditions de carence en nitrate dans le milieu (Tabata et 

al., 2014). Il est connu qu’il existe une réponse compensatoire à une carence locale en nitrate 

via une augmentation du prélèvement par les racines situées dans un milieu riche en nitrate et 

impliquant une régulation systémique (Ruffel et al., 2011). Tabata et al. (2014) ont montré 

que les CEPs associés à des récepteurs CEP (CEPRs) de type LRR-RLK sont des éléments de 

cette régulation : les CEPs agissent comme des signaux ascendants de carence en nitrate, des 

racines vers les parties aériennes, où leur perception par AtCEPR1 stimule l’expression des 

gènes transporteurs de nitrate probablement via la production d’un signal lui-même transmis 

aux racines (Fig. 10b). Chez M. truncatula, 11 gènes codants pour des CEPs ont aussi été 

identifiés ; il a été montré qu’une surexpression de l’un d’eux, MtCEP1, induit une inhibition 

de la formation des racines latérales et un accroissement du nombre de nodosités (Imin et al., 

2013). Parallèlement, MtCRA2, un homologue de AtCEPR1, a été identifié comme régulant 

positivement et de façon systémique la formation des nodosités, et négativement et 

localement celle des racines latérales (Huault et al., 2014). MtCRA2 est probablement un 

récepteur de MtCEP1, l’ensemble constituant une voie de régulation des développements 

racinaire et nodulaire différente de celle sous le contrôle de peptides CLE et de leur récepteur 

MtSUNN (Mohd-Radzman et al., 2016). 

Ajustement de la nodulation au cours de la croissance du pois 
Des études écophysiologiques, menées en conditions de culture contrôlées ou au champ, ont 

mis en évidence que les deux voies d’acquisition d’N sont impliquées de façon différentielle 

au cours de la croissance du pois. Les études ont été menées principalement chez des variétés 

cultivées, mais aussi chez des mutants hypernodulants.  

 Que ce soit chez les variétés cultivées ou chez les mutants hypernodulants, l’activité 

fixatrice ne démarre pas immédiatement après la levée des plantules ; les premières nodosités 

sont généralement observées dans un délai de 10 à 15 jours (Voisin et al., 2010). Pendant 

cette période précoce, la croissance de la plante repose uniquement sur les réserves contenues 

dans la graine (phase hétérotrophe) (Tricot et al., 1997). En l’absence d’apport d’N minéral, 

une carence en N peut s’établir de façon temporaire pendant la période de formation des 

nodosités, entre le moment où les réserves de la semence sont épuisées et celui où les 

nodosités nouvellement formées deviennent fonctionnelles. En conditions agricoles, une telle 

carence est peu observée chez le pois, car compensée par les reliquats azotés présents dans les 
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sols (Voisin et al., 2002a). Il a été observé néanmoins que la mise en place des nodosités est 

retardée si les reliquats azotés sont élevés ; l’acquisition de l’N se fait alors par assimilation 

racinaire des nitrates du sol. Cette assimilation racinaire diminue ensuite jusqu’à épuisement 

de l’N minéral du sol et l’inhibition de l’activité fixatrice est alors levée (Voisin et al., 

2002b). En l’absence d’N minéral, la majeure partie des nodosités est formée chez les 

cultivars lors de la première vague de nodulation. Les nodosités sont donc localisées 

majoritairement sur la partie supérieure du système racinaire ; leur densité est maximale à la 

base du pivot et sur les racines latérales situées à ce niveau, puis elle décroît rapidement à 

mesure que l’on s’éloigne de la base (Tricot et al., 1997; Remmler et al., 2014). Le nombre 

maximum de nodosités est atteint généralement à début floraison puis, en général, stagne 

jusqu’à la fin du franchissement du stade limite d’avortement des graines avant de chuter 

fortement en fin de cycle (Bourion et al., 2007; Voisin et al., 2010). Les nodosités formées 

deviennent sénescentes, l’activité fixatrice décroit et l’acquisition d’N repose alors sur 

l’assimilation par les racines des nitrates du sol. 

 

5. Diversité naturelle et évolution de la sélection du pois 

Une très grande diversité phénotypique et génétique existe au sein du genre Pisum. Elle a fait 

l’objet d’études dès le milieu du 19e siècle ; les travaux les plus connus étant ceux de Gregor 

Mendel (1822-1884) et de Nikolai Vavilov (1887-1943). Les processus de sélection végétale, 

menés pour répondre à l’évolution de la consommation et des modes de culture du pois, ont 

évolué au cours du temps. La connaissance de l’ensemble de cette diversité est indispensable 

à son utilisation dans les programmes de sélection végétale à venir. 

La domestication du pois 
Le pois est l’une des premières espèces végétales domestiquées dont les graines ainsi que 

celles d'autres légumineuses (lentille, pois chiche, fève) formaient avec les graines de céréales 

une composante alimentaire importante des premières civilisations du Moyen-Orient (Zohary, 

D. & Hopf, M., 1973; Mikic et al., 2014a). Les premières traces de culture du pois ont été 

trouvées dans la région du Croissant Fertile s’étendant d’Israël à l’Irak en passant par le sud-

est de la Turquie ; elles datent du début de Néolithique (7000-6000 avant J-C). La culture du 

pois s’est ensuite propagée vers l'ouest (Turquie, Grèce, Bulgarie) et vers l'est (Caucase, Iran, 

Afghanistan). L'Ethiopie est considérée comme étant un centre secondaire de diversification 

(Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2010). A l'âge du bronze les pois étaient présents dans 
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toute l'Europe, de l'Est (Hongrie, Pologne, Russie) à l'Ouest (France, Suisse, Allemagne) 

(Zohary, D. & Hopf, M., 1973; Mikic et al., 2014a). En parallèle, la culture de pois s’est 

déplacée vers l’Inde, où les premières références se trouvent vers 200 av. J.-C., et vers la 

Chine (Chimwamurombe & Khulbe, 2011; Smykal et al., 2015). 

Les premières études de classification, basées sur la morphologie des plantes et de 

leurs graines, leur zone géographique et sur les caryotypes, ont identifié cinq espèces parmi le 

genre Pisum : P. sativum: P. humile, P. elatius, P. abyssinicum et P. fulvum (Fourmont, 1956; 

Ben Ze'ev & Zohary, 1973). Actuellement, deux espèces seulement sont le plus généralement 

reconnues, P. fulvum et P. sativum, elle-même subdivisée en trois sous-espèces : sativum, 

elatius et abyssinicum (Smykal et al., 2011). P. fulvum, dont la zone géographique est 

restreinte au Croissant Fertile, et P. sativum subsp. elatius, plus largement distribuée à travers 

le bassin méditerranéen, sont actuellement considérés comme étant les parents sauvages du 

pois cultivé P. sativum subsp. sativum. P. sativum subsp. abyssinicum dont la zone 

géographique se situe au Yémen et en Ethiopie est aussi un pois cultivé mais qui est considéré 

comme ayant dérivé indépendamment, jusqu’à constituer une troisième espèce (Vershinin et 

al., 2003; Jing et al., 2010). 

Le pois est une espèce annuelle et préférentiellement autogame. Chez la plupart des 

pois cultivés, les fleurs sont cléistogames (l’autopollinisation a lieu avant l’ouverture de la 

fleur). Chez les pois sauvages ou fourragers la cléistogamie est moins stricte ; des 

Hyménoptères peuvent visiter les fleurs et transporter le pollen. 

Les principales évolutions de la sélection du pois 
Différents écrits datant de l’Antiquité puis du Moyen Age mentionnent que le pois était 

consommé en grains secs et avait un rôle déterminant dans la lutte contre les famines 

(Fourmont, 1956). Le pois mangetout, c’est-à-dire avec des gousses sans parchemin donc 

consommables, était déjà connu au XVIe siècle. C’est à cette époque que l’on commence à 

distinguer le pois des jardins et le pois des champs. Le pois commença a été consommé sous 

forme de grains verts retirés de la gousse au XVIIe siècle; il était très apprécié à la cour de 

Louis XIV et par la noblesse anglaise. Une des premières variétés dénommées connues est le 

pois « Michaux de Paris » ; elle aurait été créée en 1660. A partir de la fin du XVIIIe siècle 

sont créées beaucoup de nouvelles variétés en France ; telles que « Corne de bélier », 

« Merveille d’Etampes » ou « Serpette d’Auvergne » (Vilmorin-Andrieux, 1883). Les variétés 

devaient produire des grains verts et lisses et répondre aux exigences telles que productivité, 

facilité de récolte, précocité échelonnée pour un approvisionnement des marchés sur une 
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grande période de l’année. Les Anglais ont également beaucoup travaillé à l’amélioration du 

pois, notamment de sa précocité et de la taille des gousses et des grains ; les variétés les plus 

connues sont les pois Marrow ridés de Knight, « Champion d’Angleterre », « Plein le panier » 

et « Merveille de Kelvedon ». Les variétés françaises et anglaises pouvaient être naines ou à 

hautes tiges avec de nombreuses ramifications (pois à rames). Certaines des anciennes 

variétés françaises ou anglaises sont encore inscrites sur le catalogue des pois potagers 

français  (http://www.gnis.fr/index/action/page/id/257/title/Catalogues-francais). Ce catalogue 

a été créé en 1952, année où toutes les variétés créées auparavant y ont été officiellement 

inscrites. 

Entre les années 1950 et les années 1970, les industries de conserverie et de 

surgélation se sont beaucoup développées en France (Doré & Varoquaux, 2006). La 

production de pois potager a quintuplé en France ; elle est devenue ainsi le premier 

producteur en Europe de pois de conserve. Le pois appertisé représentait dans les années 1970 

plus de 40% des conserves de légume. C’est dans ce contexte qu’ont été créées les premières 

variétés de pois potagers d’hiver dans un but d’allongement de la période de récolte des pois 

frais (Cousin, 1976). 

En 1973, suite à l’embargo des Etats-Unis sur le soja, il est devenu nécessaire de 

cultiver en Europe des plantes riches en protéines destinées à l’alimentation du bétail. Un plan 

« protéines » accordant des subventions pour la production locale de cultures riches en 

protéines a été mise en place en Europe. Il a abouti à un intérêt accru pour le pois 

protéagineux, c’est-à-dire d’un pois cultivé en plein champ pour sa production de grains secs 

riches en protéines. Les entreprises semencières et les instituts publics en France, Suède, aux 

Pays-Bas, Danemark et Royaume-Uni ont investi des moyens sur la recherche de variétés 

adaptées et productives. En France, un catalogue des pois protéagineux a été créé en 1976. 

Les premières variétés de pois protéagineux ont été obtenues à partir de croisements entre des 

pois utilisés comme fourrages et des pois potagers ou de casserie. Les pois fourragers se 

caractérisent par leur haute taille et le plus souvent par la couleur anthocyanée de leurs fleurs. 

Il existe quelques variétés inscrites dans un catalogue (créé en 1961). Les pois de casserie sont 

des pois destinés à l’alimentation humaine, récoltés en sec et à forte teneur en protéines de 

leurs graines ; leur sélection spécifique a pris fin en 1977 (Doré & Varoquaux, 2006). 

Actuellement, les graines de pois protéagineux, avec une teneur moyenne en protéines autour 

de 24% de la matière sèche, sont essentiellement utilisées en alimentation animale (à 

destination surtout des monogastriques, porcs et volailles) mais connaissent de nouveaux 

débouchés à l’export en alimentation humaine. 
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 Grâce aux progrès conjoints des techniques de culture et de la sélection végétale, les 

rendements moyens en pois secs ont progressés de 15 q/ha en moyenne en 1970 à 38 q/ha en 

1982 et 45 q/ha en 1985 (Doré & Varoquaux, 2006; Schneider et al., 2015). Une des 

premières pistes d’amélioration du rendement a été la création de variétés de pois d’hiver 

supposées apporter une productivité nettement supérieure à celle des pois de printemps ; ces 

variétés d’hiver ont été créées en utilisant des variétés-populations de pois fourragers 

collectées dans diverses régions de France ou d’Europe et repérées comme résistantes au froid 

(Cousin, 1976). Cependant toutes ces variétés, de printemps comme d’hiver, souffraient d’une 

faible résistance à la verse et donc de récoltes difficiles. Il a fallu attendre l’innovation 

apportée par la mutation afila transformant les folioles en vrilles pour assister à une 

augmentation des surfaces cultivées. « Solara », la première variété de type afila fut inscrite 

en 1984 ; c’est la version afila d’une des premières variétés de pois de printemps inscrite, 

« Finale » (Doré & Varoquaux, 2006). La France est devenue le premier producteur européen 

de pois protéagineux et un pic de production y a été atteint en 1993, avec plus de 700 000 ha 

semés. 

6. L’amélioration de la nutrition azotée du pois : un levier pour 
augmenter et stabiliser son rendement ? 

La France est aujourd’hui le sixième pays producteur de pois protéagineux dans le monde et 

est le premier en Europe (environ 500 Mt en 2013 ; http://faostat.fao.org). Néanmoins, les 

surfaces consacrées aux pois protéagineux ont très nettement baissé en France et en Europe 

qui ne produisent toujours que 50% de leurs besoins en protéines pour l’alimentation animale. 

Les causes de la diminution des surfaces cultivées en pois 
Un très net recul des surfaces cultivées en pois a été observé durant les années 2000 ; 

seulement 100 000 ha de pois ont été cultivés en France en 2008. La principale raison de ce 

déclin est le développement d’une maladie fongique racinaire due à Aphanomyces euteiches. 

S’y ajoutent un impact des politiques européennes, première réforme de la Politique Agricole 

Commune en 1992 puis Agenda 2000, défavorables au prix du protéagineux et en particulier 

du pois. En ont découlé une marginalisation de cette espèce, un plus faible investissement de 

la part des sélectionneurs et un déplacement de sa culture vers les terres les moins bonnes, les 

meilleures étant réservées aux cultures les plus rentables telles que le blé et le colza. Depuis 

2010, de  nouvelles politiques ont été mises en place pour relancer la culture des 

protéagineux ; avec en 2010 un nouveau plan européen « Protéines » et en 2014 le plan 
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« Protéines végétales pour la France » incluant des aides se situant entre 100 et 200 €/ha pour 

ces cultures ainsi que pour le soja. Par ailleurs, ces cultures capables de fixer l’azote 

atmosphérique sont aussi comptabilisées dans les surfaces d’intérêt écologique (SIE) et 

permettent de bénéficier d’un paiement vert. L’impact des politiques incitatives est certes 

positif mais ne perdure pas. Ainsi, les surfaces ont atteint 240 000 ha en 2010, chuté à 

118 000 ha en 2013, et ont à nouveau progressé jusqu’à 183 000 en 2016 (Notes aux 

opérateurs, Terres Univia). Le principal frein à sa culture reste l’irrégularité de son rendement 

et de la teneur en azote de ses graines, auquel s’ajoutent le défaut de régularité 

d’approvisionnement pour les fabricants d’aliments pour le bétail et l’instabilité des 

débouchés vers les pays tiers.  

Les potentialités de l’amélioration de la nutrition azotée pour 
l’amélioration du rendement 
Une partie des baisses de rendement peut être attribuée à un déficit de nutrition azotée. En 

effet, une nette corrélation entre niveaux de nutrition azotée et de rendement a été observée en 

conditions de plein champ (Doré et al., 1998; Voisin et al., 2007).  

Le levier de l’amélioration de la fixation symbiotique 

La fixation symbiotique est très sensible aux conditions environnementales (stress abiotiques 

et biotiques) ; un déficit hydrique ou au contraire un excès d’eau, une alimentation carencée 

en P, K et S, un état structural du sol dégradé ou une infestation de sitones sont des facteurs 

limitants (Crozat et al., 1994; Corre-Hellou & Crozat, 2005; Prudent et al., 2016).  

De plus, en conditions de plein champ, les plantes peuvent être nodulées par des 

rhizobia ayant une faible efficacité symbiotique (Triplett & Sadowsky, 1992). Les populations 

naturelles de rhizobia nodulant le pois varient selon les sols et les pratiques culturales 

(Fesenko et al., 1995; Laguerre et al., 2003; Depret et al., 2004). Cette diversité bactérienne 

se traduit par une diversité fonctionnelle au niveau de la plante, avec des effets sur son 

développement aérien et sur celui de ses racines et nodosités, et sur l’efficience d’acquisition 

d’N (Helz et al., 1927; Fesenko et al., 1995; Laguerre et al., 2007). Les souches sont aussi 

connues pour être variables en compétitivité vis-à-vis de leur plante hôte (Amarger & 

Lobreau, 1982). Les rhizobia exercent un effet direct sur le processus de nodulation, 

notamment grâce à leur synthèse de facteurs Nod et sont ainsi plus ou moins compétitives. 

Certains rhizobia peuvent être compétitifs sans être bénéfiques à la plante ; ce sont « les 

tricheurs », symbiotes non mutualistes qui bénéficient de ses ressources sans rien lui fournir 

en échange (Sachs et al., 2010). Face à ce problème encore mal quantifié en Europe et par 
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contre pris en compte au Canada par des inoculations systématiques, l’inoculation du pois par 

des souches efficientes peut être envisagée comme un moyen d’améliorer sa fixation 

symbiotique et donc son rendement (Bremer et al., 1988; Fesenko et al., 1995; McKenzie et 

al., 2001; Depret, 2008). Cependant, les souches inoculées efficientes peuvent être moins 

compétitives que les rhizobia endogènes et dans ce cas l’inoculation inefficace pour 

augmenter le rendement (Meade et al., 1985). 

Les populations de rhizobia nodulant le pois varient également selon le génotype 

végétal, suggérant que la plante peut aussi exercer un contrôle sur ses partenaires 

symbiotiques (Bourion et al., 2007; Depret & Laguerre, 2008). La nodulation induit un coût 

en C important pour la plante, généralement au détriment des parties aériennes et des racines. 

Il est communément admis que la plante a acquis au cours de l’évolution une préférence pour 

certains partenaires bactériens, soit par sélection des partenaires les plus bénéfiques (Simms 

& Taylor, 2002) ou à sanctionner les moins efficaces ou « tricheurs » (Oono et al., 2011). La 

sélection végétale peut aussi avoir un impact. Ainsi, il a été observé que des variétés-

population de luzerne, sélectionnées pour l’amélioration de leur fixation symbiotique, 

choisissent de préférence, parmi les souches indigènes, celles qui leur sont les plus favorables 

pour l’acquisition d’azote (Hardarson et al., 1982). Néanmoins, la sélection végétale pratiquée 

ces dernières décennies, dans des systèmes de culture riches en nitrate peu favorables à la 

fixation symbiotique, peut avoir affecté la capacité de défense des plantes contre les 

symbiotes peu bénéfiques, comme suggéré par les travaux sur le soja (Kiers et al., 2007). 

Ainsi, il devient indispensable de prendre en compte l’interaction avec les rhizobia dans les 

nouvelles démarches de sélection végétale, avec comme préliminaire la connaissance de la 

diversité génétique chez le pois pour le choix des rhizobia. 

Le levier de l’augmentation du développement racinaire 

L’acquisition de l’N minéral, complémentaire de la fixation symbiotique, peut être limitante, 

en particulier à partir du stade de remplissage des grains, si le système racinaire n’est pas 

assez développé. Les mutants hypernodulants de pois en représentent un cas extrême ; la 

formation des nodosités en nombre excessif engendre un coût en C très élevé limitant très 

fortement les croissances aérienne et racinaire et finalement la quantité totale d’N accumulée 

dans la plante (Salon et al., 2001; Bourion et al., 2007). L’étude de ces mutants a permis de 

progresser dans la connaissance de la régulation de la nodulation. L’intérêt en création 

variétale de ces mutants mériterait devrait être aussi testé en introgressant les allèles 

d’hypernodulation dans des génotypes à fort développement racinaire. 
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La variabilité du développement racinaire du pois a fait l’objet de différentes études au 

champ et en conditions contrôlées. Les études au champ ont montré que la profondeur 

d’enracinement des pois varie selon les génotypes de pois et les conditions 

environnementales, avec un effet fort du génotype (Thorup-Kristensen, 1998; Kraft & Boge, 

2001; Vocanson et al., 2006; Bourion et al., 2007). Des expérimentations réalisées en 

conditions contrôlées ont permis d’étudier un plus grand nombre de génotypes de pois et ont 

mis en évidence une grande variabilité de longueur et biomasse de racines associées à une 

grande variabilité des biomasses aériennes (Ali-Khan & Snoad, 1977; McPhee, 2005). Ces 

expérimentations en conditions contrôlées ont été réalisées à des stades de développement très 

précoces (moins de 2 semaines). Elles avaient pour objectif principal l’étude des corrélations 

entre développement et croissance racinaire et tolérance à des maladies racinaires telles que 

celle induite par le pathogène Aphanomyces euteiches. La variabilité su système racinaire à 

des stades plus tardifs et les potentialités d’amélioration de l’acquisition d’N par une 

amélioration du développement racinaire restent à explorer. Enfin, jusqu’à présent, aucun 

gène n’a été identifié chez le pois comme étant associé à la variabilité de son développement 

racinaire. 

7. Objectifs et stratégie du travail de thèse 

Un idéotype de pois pour la nutrition azotée peut être considéré comme un génotype 

présentant une complémentarité optimale entre les deux voies d’acquisition d’N, avec une 

mise en place des nodosités qui ne se fasse pas au détriment du développement 

racinaire (Salon et al., 2001). L’objectif de cette thèse a été d’acquérir une meilleure 

compréhension du contrôle génétique de la mise en place des racines et des nodosités et de 

leur impact sur la nutrition azotée de façon à explorer si un tel idéotype est concevable. 

Pour répondre à cet objectif, deux questions de recherche ont été posées dans une 

première étape : i) Existe-il une variabilité génétique pour les caractères de mise en place des 

racines et des nodosités ? ii) Les variabilités associées à ces caractères sont-elles corrélées 

entre elles et aux caractères d’acquisition d’N de la plante via un contrôle génétique 

commun ? Deux pistes d’amélioration de la nutrition azotée ont ensuite été étudiées au cours 

de deux autres étapes; l’amélioration de leur développement racinaire à partir d’une étude 

détaillée d’un mutant de développement racinaire, puis l’amélioration de leur symbiose avec 

les rhizobia. 

Deux types d’approche génétique ont été utilisés au cours de ces étapes. La première 

approche est quantitative et se base sur la recherche d’associations entre diversité de 
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l’architecture racinaire et nodulaire ou diversité de l’acquisition d’azote et polymorphisme 

moléculaire. La deuxième approche est transcriptomique et vise à mettre en évidence des 

différentiels d’expression de gènes corrélés à un phénotype racinaire et/ou d’acquisition 

d’azote. Ces deux types d’approches ont nécessité l’étude d’une grande variabilité de 

ressources génétiques, qui sont de différents types selon l’approche génétique utilisée ;  une 

population de lignées recombinantes a été étudiée pour l’approche quantitative et un mutant 

de développement racinaire pour l’approche transcriptomique. 

Enfin, la stratégie de recherche s’est caractérisée par une approche pluridisciplinaire 

du phénotype, comportant à la fois une description des structures (mise en place du système 

racinaire nodulé) et de leur fonctionnement (modèle écophysiologique + métabolomique), 

tout en tenant compte du partenaire microbien (confrontation à diverses souches de 

Rhizobium). 

Les résultats détaillés de chacune des trois étapes sont présentés et discutés dans trois 

chapitres successifs sous forme d’articles scientifiques en anglais. Les deux premiers articles 

ont été publiés dans des revues internationales à comité de lecture. Chacun de ces trois 

chapitres est complété d’une introduction spécifique. Le dernier chapitre du manuscrit 

présente une discussion sur les apports des résultats de la thèse, ainsi que des perspectives de 

recherche. 
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CHAPITRE I :  ETUDE DU DÉTERMINISME GÉNÉTIQUE 

DE L ’ARCHITECTURE RACINAIRE NODULÉE ET DE LA 

NUTRITION AZOTÉE DU POIS  

1. Introduction au chapitre I 

Cette première étude a été réalisée pour déterminer si un idéotype de nutrition azotée, défini 

comme présentant une complémentarité optimale entre les deux voies d’acquisition d’azote, 

était concevable chez le pois. La variabilité génétique existante pour l’architecture racinaire 

nodulée et son impact sur l’acquisition d’azote ont été évaluées de façon conjointe sur une 

population de lignées recombinantes. Une recherche de Quantitative Trait Loci (QTL) a été 

réalisée pour chacune des variables mesurées afin d’étudier les contrôles génétiques de ces 

caractères et ainsi les possibilités de sélection sur ces caractères. 

En préliminaire à cette étude, nous avons réalisé différentes expérimentations sur les 7 

lignées parentes des populations de lignées recombinantes (RILs) qui avaient été créées dans 

l’Unité. Les lignées avaient été choisies essentiellement pour leur variabilité en teneur en 

protéines et en poids de graines (Burstin et al., 2007); rien n’était connu sur leur 

développement racinaire et nodulaire. Les expérimentations ont été menées avec différentes 

conditions de nutrition azotée (dose d’N, souche de rhizobium à inoculer) avec différents 

types de substrat et contenant. Elles nous ont permis de : i) mettre au point des conditions et 

méthodologies de phénotypage de l’architecture racinaire et nodulaire applicables sur un 

grand nombre de lignées, et de préférence non destructives, ii) déterminer un ensemble de 

variables représentatives et mesurables sur un grand nombre de lignées de pois et iii) choisir, 

parmi les populations de RILs disponibles, celle créée à partir des deux lignées les plus 

contrastées pour la mise en place de leurs racines et nodosités et de leur acquisition d’N. 

Deux expérimentations de phénotypage utilisant les méthodologies mises au point ont 

été réalisées en serre sur 153 des lignées recombinantes de la population choisie. Des 

variables intégratives clés d’efficience d’acquisition de N et de C ont aussi été mesurées selon 

le modèle écophysiologique proposé par Moreau et al. (2007) et Voisin et al. (2007). Des 

données de deux expérimentations au champ sur les lignées de la RIL4 étaient aussi 

disponibles. Une recherche de QTL a été réalisée pour chacune des 57 variables mesurées sur 
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153 lignées recombinantes en utilisant la carte génétique comprenant 152 marqueurs qui était 

alors disponibles. Ont ainsi été détectés, 32 QTL relatifs aux racines et 26 QTL relatifs aux 

nodosités; avec des parts de variation phénotypique expliquée par chacun des QTL variant 

entre 9 et 49%. Parmi eux, 7 QTL relatifs aux racines et 11 des QTL relatifs aux nodosités ont 

été trouvés comme co-localisant sur le LGI à proximité du marqueur Af ; avec un effet négatif 

sur tous ces caractères de l’allèle af induisant la diminution de surface de feuilles par une 

transformation des folioles en vrilles, en accord avec l’hypothèse de l’impact de la 

disponibilité en C pour la mise en place des racines et des nodosités. Trois autres zones de co-

localisation entre QTL racines et QTL nodosités ont été détectées ; les autres zones étant 

spécifiques, ce qui ouvre la possibilité de sélectionner sur les caractères de racines ou de 

nodosités de façon indépendante. La co-localisation entre la majeure partie des QTL relatifs à 

l’accumulation d’N dans les plantes ou dans les graines avec des QTL relatifs aux 

développements racinaire ou nodulaire est un autre résultat marquant de cette étude et ouvre 

des possibilités de sélection d’un idéotype de nutrition azotée. 

L’ensemble de ces résultats a fait l’objet d’une publication dans la revue Theoretical 

and Applied Genetics (Bourion et al., 2010). 
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Abstract 
Pea (Pisum sativum L.) is the third most important grain legume worldwide, and the 

increasing demand for protein-rich raw material has led to a great interest in this crop as a 

protein source. Seed yield and protein content in crops are strongly determined by nitrogen 

(N) nutrition, which in legumes relies on two complementary pathways: absorption by roots 

of soil mineral nitrogen, and fixation in nodules of atmospheric dinitrogen through the plant-

Rhizobium symbiosis. This study assessed the potential of naturally-occurring genetic 

variability of nodulated root structure and functioning traits to improve N nutrition in pea. 

Glasshouse and field experiments were performed on seven pea genotypes and on the 

‘Cameor’ x ‘Ballet’ population of recombinant inbred lines selected on the basis of parental 

contrast for root and nodule traits. Significant variation was observed for most traits, which 

were obtained from non-destructive kinetic measurements of nodulated root and shoot in 

pouches, root and shoot image analysis, 15N quantification, or seed yield and protein content 

determination. A significant positive relationship was found between nodule establishment 

and root system growth, both among the seven genotypes and the population. Moreover, 

several Quantitative Trait Loci for root or nodule traits and seed N accumulation were 

mapped in similar locations, highlighting the possibility of breeding new pea cultivars with 

increased root system size, sustained nodule number, and improved N nutrition. The impact 

on both root or nodule traits and N nutrition of the genomic regions of the major 

developmental genes Le and Af was also underlined. 

 

Keywords: Pisum sativum L., root and nodule development, pouches, root image analysis, 

shoot nitrogen accumulation, Quantitative Trait Loci. 
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Introduction 
Pea (Pisum sativum L.) is the third most important grain legume worldwide, after soybean 

(Glycine max L.) and common bean (Phaseolus vulgaris L.) (FAOSTAT, 2007). The 

increasing demand for protein-rich raw material for animal feed or human nutrition has led to 

a greater interest in this crop as a protein source (Santalla et al., 2001). Selection for high 

yield, high seed protein concentration and early maturity has been undertaken by pea breeders 

to develop cultivars with superior performance. However, seed yield and protein content are 

very variable, mostly because of biotic and environmental stresses. In all crops, nitrogen 

nutrition is one of the key processes involved in determining yield. In legumes, N acquisition 

relies on two complementary pathways: absorption of soil mineral nitrogen and fixation of 

atmospheric dinitrogen through the plant-Rhizobium symbiosis. N2 fixation supplies the major 

part of plant nitrogen but is complemented by N absorption at critical stages, especially when 

N2 fixation decreases during seed filling. Ecophysiological studies on legumes have 

established a relationship between respiration costs, which are mainly associated with energy 

demand for N2 fixation in nodules, and C allocated to nodule and root structure (Voisin et al., 

2003a). Nitrogen flux through symbiotic activity has been modeled as a function of C flux 

towards nodulated roots, which is independent of nitrate availability but depends on nodule 

biomass. From the vegetative phase up to flowering, the developing nodules represent the 

largest carbon sink for the plant and N2 fixation contributes to the largest part of N acquisition 

(Voisin et al., 2003b). Conversely, at the end of growth cycle when filling seeds become the 

largest carbon sink, N-fixing activity decreases. At this stage, exogenous N supply relies on N 

assimilation by roots and should be limiting if the root system is too small (Bourion et al., 

2007).  

We hypothesize that the genetic improvement of symbiotic efficiency and of nutrient 

acquisition by root systems can contribute to the improvement of legume crop performances 

and their stability. Due to the technical difficulty of studying the phenotype of root systems, 

the molecular determinants of root or nodule development are less understood than those for 

aerial plant parts. However, the molecular basis of the early nodule development has made 

significant progress since the discovery of plant responses to bacterial signals, known as Nod 

factors (Dénarié & Cullimore, 1993). Three genes controlling early steps of Nod factor signal 

transduction have been identified both in Medicago truncatula (Catoira et al., 2000; Endre et 

al., 2002; Ané et al., 2004; Lévy et al., 2004) and in pea (Endre et al., 2002; Lévy et al., 

2004; Edwards et al., 2007). Nodulation is then regulated through principally a major 
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systemic regulation pathway known as autoregulation of nodulation (AON), and mutants 

impaired in AON display a hypernodulating phenotype; for review see (Oka-Kira & 

Kawaguchi, 2006; Magori & Kawaguchi, 2009). In pea, the hypernodulation phenotype is 

under shoot control for sym28 and sym29 mutants (Sagan & Duc, 1996) but under root control 

for nod3 mutant lines (Postma et al., 1988). Most of these hypernodulating mutants have a 

reduced shoot and root growth (Salon et al., 2001; Bourion et al., 2007; Novak et al., 2009), 

which may result from the competition for C between these different structures (Voisin et al., 

2007), and/or from complex meristematic response to hormonal signals (Krusell et al., 2002). 

A few experiments have investigated the spontaneous pea genetic variability of root 

development in young seedlings under controlled conditions (Ali-Khan & Snoad, 1977; 

McPhee, 2005) or in field experiments (Thorup-Kristensen, 1998; Kraft & Boge, 2001; 

Bourion et al., 2007). Up to now, this variability in pea has not been associated with any plant 

genes. However, several regulators of root development have been identified in Medicago 

truncatula, and most of them monitor a fine and complex tuning of root versus nodule 

development. They include (i) genes involved notably in auxin, cytokinins and ABA transduction 

pathway: MtLAX gene is involved in local auxin transport and controls lateral root and nodule 

development (de Billy et al., 2001; Mathesius, 2008), cytokinin signaling mediated by 

MtCRE1 gene regulates nodule and lateral root organogenesis in an opposite manner 

(Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Frugier et al., 2008), whereas ABA can rescue the root but not 

nodule meristem defect observed in latd mutants of Mt (Bright et al., 2005; Liang et al., 

2007), (ii) genes involved in nitrate sensing and response: low mineral N condition is a 

prerequisite to allow nodule formation and function, whereas high levels of nitrate or 

ammonium inhibit nodule formation (Caroll & Mathews, 1990; Barbulova et al., 2007) This 

inhibition of nodulation is primarily a localized response (Caroll & Mathews, 1990) but also 

includes AON, as exemplified by the nodule maintenance in hypernodulating mutants grown 

under high NO3- (Caroll & Mathews, 1990; Sagan & Duc, 1996; Wopereis et al., 2000; 

Schnabel et al., 2005). Recently, the CLE gene in Lotus japonicus was proposed to produce a 

root derived signal, which drives HAR1 mediated autoregulation and nitrate inhibition of 

nodulation (Okamoto et al., 2009).  

Quantitative trait loci (QTL) mapping has become a widespread approach to dissect 

the genetic determinism of many economically important complex traits in plant breeding. In 

pea, several genetic maps have been constructed using different types of markers, and genes 

of known function have been integrated into consensus maps (Weeden et al., 1999; Aubert et 

al., 2006). QTL for important traits in pea have been localized, including QTL for resistance 
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to root diseases (Pilet-Nayel et al., 2002), QTL for frost tolerance (Lejeune-Hénaut et al., 

2008; Dumont et al., 2009) or QTL of seed yield and protein content (Timmerman-Vaughan 

et al., 1996; Tar'an et al., 2004; Timmerman-Vaughan et al., 2005; Burstin et al., 2007). Most 

QTL for seed traits were shown to coincide with genes or QTL for aerial developmental traits, 

indicating either that the genomics regions associated with these QTL carry group of linked 

genes, or that single developmental genes underlying the QTL have pleiotropic effects on 

plant morphology, nitrogen source capacity and seed protein content and yield (Burstin et al., 

2007). Identifying the genetics determinants of nitrogen source capacity may unravel the 

molecular basis of the seed traits QTL. A few QTL for nitrogen source capacity were mapped 

in cereals, and showed overlaps between QTL of plant nitrogen use efficiency or root 

architecture and QTL for seed yield (Tuberosa et al., 2002; Coque & Gallais, 2006; Laperche 

et al., 2006).  

In this study, we questioned the feasibility of improving nitrogen nutrition in legumes: 

is there a significant genetic variability for root and nodule development traits in pea 

ecotypes? Is there an antagonistic relationship between nodule and root developments? Can 

we identify root and/or nodule characteristics that are associated with seed nitrogen and 

biomass accumulation? To answer these questions, we characterized the genetic variability of 

the nodulated root compartment in pea and its relationship with nitrogen accumulation in the 

plant, in seven pea genotypes. Then, we identified QTL for these traits in a recombinant 

inbred line (RIL) population derived from the cross between two genotypes with contrasted 

nodulated root development.  

Materials and methods 
Plant material 

Seven genotypes, parents of RIL populations (‘Ballet’, ‘Cameor’, China, VavD265, K586, 

‘Sommette’, ‘Terese’) were assessed in glasshouse to evaluate root and nodule traits 

describing their nitrogen acquisition structure. These genotypes were described by (Baranger 

et al., 2004), and their seed protein content and weight determined by Burstin et al. (2007). 

The population RIL4 comprised 207 recombinant inbred lines (RIL) deriving from a cross 

between ‘Cameor’ and ‘Ballet’. ‘Ballet’ differs from ‘Cameor’ by lower seed protein content 

and by its semi-leafless type, due to the effect of Af gene. 
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Field trials 

The population RIL4 was sown in two field experiments, on March 3d, 2004 (Exp04f; 180 

F6:8 RIL) and on March 21st, 2006 (Exp06f; 153 F6:9 RIL deriving from the F8 RIL 

harvesting in 2004), at INRA-Dijon, Domaine d’Epoisses, Bretenière, France. At the sowing 

date, the ploughed layer (0-30 cm) of soil contained about 60 kg and 5 kg of N ha-1 in 2004 

and 2006, respectively. Three weeks after sowing, 1 kg N ha-1 of 15N labelled ammonium 

nitrate was applied, providing 1% atom excess. P and K fertilisation was performed during the 

preceding autumn. Irrigation was provided at the beginning and end of flowering to avoid any 

drought stress. In these field trials, with two replicates in 2006 and one in 2004, each plot 

consisted in a 30-pea plant row grown on trellises and samples of ten pea plants per plot were 

harvested when seeds had ripened.  

Glasshouse experiments 

Four glasshouse experiments were carried out successively in February 2005 (Exp05a), 

December 2005 (Exp05b), February 2006 (Exp06) and February 2007 (Exp07). Plants were 

grown in controlled temperature (20°C/15°C) in a 16-h day-night cycle and under a mean 

photosynthetically active radiation (PAR) of 170 µmol photons m-² s-1 guaranteed by high-

pressure sodium lamps when daylight was declining. These experiments were performed in 

pots or in pouches, with surface sterilized seeds, in sterilized substrates inoculated with a cell 

suspension of a Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Rlv) (ca. 108 per seed; Smith & 

Wollum, 1989; Lira Junior et al., 2005) and supplied with a low nitrate content (2.5 mM) 

nutrient solution for optimal root and nodule development. When grown in pots, plants were 

grown in 7-litre pots filled with a 1:1 (v/v) mixture of sterilized atapulgite and clay balls 

diameter). Inoculation was applied just after sowing. The sowing density was of 4 seeds per 

pot, but only the 3 most homogeneous seedlings over the 4 were kept after emergence. 

When grown in pouches, 15 seeds by genotype were firstly left to germinate in plastic 

boxes filled with one litre of 4% (w/v) Kalys agar HP 696 gel, during four days, and then the 

3 most homogeneous seedlings, with taproot length of about 3 cm long, were transferred into 

sterilized growth pouches and inoculated the day after. Each pouch consisted on a transparent 

plastic bag of 18 cm in width and 20 cm in length, containing a wick paper forming a trough 

in which the seed was placed (Fig. I.1). All pouches were covered with opaque paper. They 

received 50 ml of the low nitrate content nutrient solution, which was replaced twice a week 

The solution had an initial pH of 6.5 (Novak et al., 2002), and whatever the pouch, a final pH 

between 6.3 and 6.5 when renewed after 3 or 4 days in contact with the root. 
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Exp05a was set up to assess the genetic variability of the nodulated root development 

in 7 genotypes (‘Ballet’, ‘Cameor’, China, VavD265, K586, ‘Sommette’, ‘Terese’). Seeds 

were sown in pots and inoculated with Rlv strain 1007 (Sagan & Duc, 1996; Laguerre et al., 

2007) in a three-block randomised design, with four pots per genotype in each block. Plants 

were harvested for measurements at 4 successive stages: the 4-leaf, 9-leaf, beginning of 

flowering (BF) and beginning of seed filling stages (BSF). In order to assess the effect of pots 

and pouches growing conditions as well as of the Rlv strain, Exp5b was performed with 

genotypes ‘Ballet’, ‘Cameor’, and VavD265 grown both in pots and pouches, and inoculated 

using either Rlv strain 1007 or P221 (Tricot et al., 1997; Laguerre et al., 2007). Plants were 

harvested for measurements at BF. The two following experiments were carried out in order 

to map QTL of nodulated root development in the mapping population RIL4. In Exp06, seeds 

of 153 F6:9 RIL and of their two parents were sown in a two-block randomized design, with 

one pot per RIL and six pots per parent in each block. In Exp07, after measurement of their 

tap root length (TRootLd0), seedlings of 117 F6:9 RIL and of their two parents were grown in 

sterilized growth pouches, in a three-block randomized design, with one pouch per line and 

two per parent in each block. Seeds or seedlings were inoculated with Rlv strain P221 and 

plants watered throughout the experiment, with a nutrient solution supplemented with 2.5 mM 
15N labelled nitrate (1% 15N). Plants were harvested for measurements at BF. 

Root measurements 

When plants were harvested, their root system was carefully spread onto a transparent sheet to 

minimize root overlapping and scanned as digital images with an A3 color scanner (Epson; 

Tokyo, Japan). After image scanning, first order lateral roots and nodules were counted. 

Roots and nodules were then oven-dried at 80°C for 48 h, weighed separately, and their dry 

matter (RootB and NodB, respectively) and relative part of nodule upon belowground dry 

matter (NB:BGB) were determined. Total root length (TRootL) and nodule projected area 

(TNodPA) were further determined by image analysis using WinRHIZO® Software (Regent 

Instruments, Quebec, Canada). Growth pouches also allowed for non-destructive observation 

throughout the Exp07. Twice a week, from date 1 until date 7 corresponding respectively to 

two and 27 days after the seedlings transfer in pouches, number of first order lateral roots 

(NLatRoot) and number of nodules (NNod) were counted. The increase of first lateral root 

number was linear between date 1 and date 4 (twelve days after transfer), allowing the 

calculation of first order lateral root appearance rate (LatApR) within 
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Fig. I.1. Observation of pouch 15 days after seedling transfer into pouch (d5) (a) the pouch consists on a 
transparent plastic bag of 18 cm in width and 20 cm in length, containing a wick paper forming a trough in 
which the seedling was placed, (b) roots and nodules are draw on a transparent sheet covering the pouch 
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this period. First nodules appeared only at date 4, and the nodule appearance rate (NodApR) 

was calculated within the linear increase period between date 4 and date 6 (20 days after 

transfer). Roots and nodules were also drawn on a transparent sheet covering the pouch, in 

different colours according to the root order, and red indicated nodules (Fig. I.1). After 

transparent sheets scanning, total root elongation rate (TRootER) and nodule projected area 

increase rate (TNodPAR) were calculated within the periods of linear increase. All these 

calculated traits were expressed as a function of cumulative degree°C.days from sowing, 

using a 0°C base temperature (Ney & Turc, 1993). 

Aerial part measurements 

The date of beginning of flowering (BegFlo), Shoot length (ShootL), and number of basal 

branches (NBranch) were measured at harvest in all experiments. In all the glasshouse 

experiments, the main stem leaf number was measured throughout the vegetative period, 

allowing the calculation of leaf appearance rate (leafApR). Shoots were harvested and oven-

dried for dry matter measurement (ShootB) and calculation of the relative part of 

belowground upon total dry matter (BGB:TB). Shoot nitrogen content (ShootNC) was 

estimated according to the Dumas method for glasshouse Exp05a, or by mass spectrometry 

(SOCHROM) for glasshouse Exp06 and Exp07, and field Exp04f and Exp06f. Shoot nitrogen 

accumulation (ShootQN) was then calculated. For glasshouse Exp06 and Exp07, and field 

Exp04f and Exp06f, the part of nitrogen accumulation derived from symbiotic fixation 

(NDFA) was calculated using the isotope dilution technique (Duc et al., 1988). In the 

glasshouse Exp06 and Exp07, specific nitrogen uptake (SNU) (Larigauderie et al., 1994; 

Moreau et al., 2007) was estimated as the amount of total shoot nitrogen uptake per total 

belowground dry matter; root efficiency and respectively nodule efficiency (RootE and NodE) 

were calculated as the amount of shoot NO3- (respectively N2) uptake per unit of root 

(respectively nodule) dry matter (Voisin et al., 2007). In glasshouse Exp07, SPAD 

chlorophyll measurements (Minolta, Japan) were made on the 3 last expanded leaves of each 

harvested plant. Then, shoots were carefully spread onto a transparent sheet (Fig. I.1), the 

transparent sheets were scanned and analysed to determine total leaf area (LeafA), and thus 

estimate specific leaf nitrogen (SLN) (Sinclair & Horie, 1989) as total shoot nitrogen uptake 

per unit of leaf area. The leaf area was also estimated at successive dates, allowing the 

calculation of leaf area increase rate (LeafAR) and of radiation use efficiency (RUE) (Kiniry 

et al., 1989; Sinclair & Horie, 1989). 
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Fig. I.2. Nodule number (a), nodule biomass (b), total nodule projected area (c), number of first order lateral 
roots (d), root biomass (e) and total root length (f) per plant, for seven pea genotypes, from the 4-leaf stage until 
the beginning of seed filling. 4L, 9L, BF and BSF indicate the developmental stage and mean 4-leaf stage, 9-leaf 
stage, beginning of flowering and beginning of seed filling, respectively. Each point is the mean value of three 
replicates. Vertical bars represent LSD (p<0.05). Open and solid symbols indicate Le and le genotypes, 
respectively. Full and dotted lines indicate Af and af genotypes, respectively 
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Finally, in field Exp04f and Exp06f, the number of seed (SeedN), the straw, seed and 

total shoot dry matter (StrawB, SeedB and ShootB) and thousand seed weight (TSW) were 

measured at maturity. Straw and seed nitrogen content (StrawNC, SeedNC) were estimated by 

near-infrared spectroscopy, allowing the calculation of straw and seed nitrogen accumulation 

(StrawQN, SeedQN) and of total shoot nitrogen content and accumulation (ShootNC, 

ShootQN). 

RIL4 map construction 

The 207 F6:8 RIL were genotyped using microsatellite and gene framework markers chosen 

to cover the pea genome from (Loridon et al., 2005; Aubert et al., 2006). The genetic map 

was built from using the near, try, ripple and map commands of MAPMAKER/EXP version 

2.0. The RIL4 map comprises 152 markers and covers 1140 cM (Fig. I.5). 

Statistical analyses 

For each experiment, ANOVA were performed using the SAS GLM procedure (SAS 

Institute, 2000) to determine the significance level for genotype and block effects. The 

statistical model was: Yij = µ + gi + bj + eij; where Yij is the value of the trait for genotype i in 

replicate j, µ the general mean, gi the genotypic effect, bj the replicate effect and eij the 

residual. Broad sense heritability (h²) was then calculated as h2 = σG
2 / [σG

2 + σR
2/b], where 

σG
2 was the genotypic variance, σR

2 the error variance and b the number of blocks. 

In glasshouse Exp05b, we tested the effect of the container, the Rlv strain, the 

genotype, as well as container x genotype and rlv strain x genotype effects. The analysis of 

variance did not show any significant Rlv strain effect or Rlv strain x genotype effect. 

Conversely, the effect of container (pot versus pouch) was significant for all traits, and the 

effect of container x genotype interaction was significant for all traits except NLatRoot, 

RootB, TRootL and NodB (data not shown). 

In glasshouse Exp06 and Exp07, and field Exp04f and Exp06f, ANOVA were 

performed to test for year, RIL, and RIL x year interaction effects. For QTL analysis, adjusted 

genotype mean values were obtained for each experiment, using the lsmeans command of the 

SAS GLM procedure. For QTL analysis for traits measured at flowering in the two glasshouse 

experiments, corrected genotype mean values were the residuals of the following model: Yij = 

µ + BegFloij + bj + eij; where BegFloij is the beginning of flowering date for genotype i in 

replicate j. 
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Table I.1. Pearson correlation coefficients between root and nodule structure traits and shoot nitrogen 
accumulation recorded on seven pea genotypes at four successive stages 

 

Stage Trait TRootL RootB NNod TNodPA NodB ShootQN 

4-leaf NLatRoot 0.62 0.45 0.57 0.75* 0.25 0.09 

 TRootL  0.87** 0.77* 0.51 0.62 0.66 

 RootB   0.69 0.60 0.86** 0.75* 

 NNod    0.74 0.75* 0.16 

 TNodPA     0.70 0.05 

 NodB      0.42 

9-leaf NLatRoot 0.92** 0.79* 0.77* 0.89** 0.27 0.60 

 TRootL  0.90** 0.82* 0.80* 0.43 0.71 

 RootB   0.95** 0.80* 0.72 0.92** 

 NNod    0.83* 0.77* 0.88** 

 TNodPA     0.31 0.70 

 NodB      0.81* 

Beginning of flowering NLatRoot 0.00 0.30 0.71 -0.02 0.28 -0.21 

 TRootL  0.81* 0.59 0.70 0.82* 0.72 

 RootB   0.72 0.78* 0.76* 0.76* 

 NNod    0.30 0.74 0.25 

 TNodPA     0.73 0.96** 

 NodB      0.72 

Beginning of seed filling NLatRoot 0.52 0.49 0.60 0.47 0.53 -0.01 

 TRootL  0.70 0.78* 0.48 0.46 -0.04 

 RootB   0.74 0.92** 0.79* 0.57 

 NNod    0.59 0.86** 0.26 

 TNodPA     0.75* 0.79* 

  NodB      0.59 

 
*, **: significant correlation at the 0.05 and 0.01 probability level, respectively. 
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QTL were located using the composite interval mapping and iterative QTL mapping 

method (iQTLm) performed in MCQTL software (Jourjon et al., 2005). Cofactors were 

selected by forward regression and QTL were searched, both using F tests. F thresholds were 

determined for all traits by 1 000 permutations test, for a global genome-wide type I risk of 

10% for cofactor selection and of 5% for QTL detection. Mean F values over the traits of 11.3 

(equivalent to LOD = 2.4) and of 12.9 (equivalent to LOD = 2.8) were used for cofactor 

selection and for QTL detection respectively. Allelic effect at each QTL and individual R², 

which represents the percentage of phenotypic variance explained by each QTL, were 

determined for all traits using MCQTL software. A global R² was also calculated for each trait 

by the multiple QTL model developed in iQTLm; its represents the percentage of phenotypic 

variance explained by all detected QTL. The global R² value was used to estimate p, the 

proportion of genotypic variance (σG2) explained by all detected QTL, as p = global R² / h² 

(Charcosset & Gallais, 1996; Melchinger et al., 2000). Pearson genetic correlation 

coefficients between traits were calculated using XLSTAT software (version 2006.4, 

http://www.xlstat.com). 

Results 
Variability of root and nodule structure among seven pea genotypes and its 

relation with nitrogen accumulation 

Root and nodule traits describing the nitrogen acquisition structure were measured for seven 

pea genotypes at four successive stages. A significant genotype effect was observed whatever 

the stage, on the number of nodules (NNod), nodule biomass (NodB), total nodule projected 

area (TNodPA), number of lateral root (NlatRoot), total root length (TRootL) and root 

biomass (RootB). Genotypes showed contrasted kinetics of root and nodule development (Fig. 

I.2): in ‘Cameor’, NNod, NodB and RootB displayed a particularly fast increase at the 

beginning of the growth cycle, but rapidly reached their maximum at the 9-leaf stage; in 

‘Sommette’, NNod, NodB, TNodPA and RootB were slow and remained limited until the end 

of the experiment; conversely, genotype K586 showed a fast and prolonged increase in NNod, 

TNodPA as well as in RootB and TRootL. The Le and Af genes, which respectively control 

the internode length and the semi-leafless trait, are segregating among the 7 genotypes (Fig. 

I.2). Both Le and Af genes had a significant effect on all root and nodule traits, at one stage or 

another, with higher values for Le or Af genotypes than for le or af ones (Supplemental Table  
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Fig. I.3. Frequency distribution of RIL4 population for number of first order lateral roots (a, d), root biomass (b, 
e) and total root length (c, f) per plant, observed at the beginning of flowering in Pouches 2007 and Pots 2006 
glasshouse experiments. Arrows indicate the mean value of the parental lines: B, ‘Ballet’; C, ‘Cameor’ 
 
 
 

Fig. I.4. Frequency distribution of RIL4 population for nodule number (a, d), nodule biomass (b, e), total 
nodule projected area (c, f) per plant, observed at the beginning of flowering in Pouches 2007 and Pots 2006 
glasshouse experiments. Arrows indicate the mean value of the parental lines: B, ‘Ballet’; C, ‘Cameor’ 
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I.1). Among the le genotypes, ‘Cameor’ and ‘Ballet’ presented contrasted phenotypes both on 

rate of NNod appearance and on NodB, RootB and TRootL increase (Fig. I.2). 

Shoot nitrogen accumulation (ShootQN) was significantly correlated with RootB from 

the 4-leaf stage until the beginning of flowering (BF), but neither with NLatRoot nor TRootL 

(Table I.1). RootB was highly correlated with TRootL and to NLatRoot only at the 9-leaf 

stage. ShootQN was highly correlated with NNod and NodB at the 9-leaf stage, and with 

TNodPA from BF to the beginning of seed filling (BSF). NodB was significantly correlated 

with NNod whatever the stage, and with TNodPA at BSF. Lastly, RootB and NodB were 

significantly correlated with each other at all stages except the 9-leaf stage, and NNod was 

significantly correlated with the TRoot at all stages except BF, and with NLatRoot only at the 

9-leaf stage. 

Variability of root and nodule structure in the ‘Cameor’ x ‘Ballet’ 

recombinant inbred population 

Similar nitrogen acquisition structure traits were recorded in the ‘Cameor’ x ‘Ballet’ 

recombinant inbred line population (RIL4) during two glasshouse experiments: in 2006, 

plants were grown in pots and in 2007, plants were grown in pouches. Except for the number 

of lateral roots at BF, a highly significant effect of the genotype was detected for all root and 

nodule traits, included the number of lateral roots and the number of nodules as soon as their 

appearance date, which was respectively about two days (d1) and twelve days (d4) after the 

seedlings transfer in pouches (Supplemental Table I.2). Heritabilities were moderate to high, 

up to 0.88 and 0.77, for root and nodule traits, respectively. ‘Ballet’ had slightly higher values 

than ‘Cameor’ for most of the root traits, whereas nodule number and biomass were slightly 

lower for ‘Ballet’ than for ‘Cameor’. Compared with the parental values, transgressive 

segregants were observed for all traits in the two experiments (Fig. I.3 and I.4, Supplemental 

Fig. I.1). The effects of the experiment and of genotype x experiment interaction were also 

highly significant for all traits analysed (P < 0.0001) except NLatRoot. For all traits but 

NLatRoot, mean and range values differed markedly between the two experiments, with about 

3-fold higher mean values in pots than in pouches. Nevertheless, TRootL, RootB, NNod, 

TNodPA and NodB measured in 2006 were highly significantly correlated with the same 

traits measured in 2007 (Supplemental Table I.3). Whatever the experiment, NodB was 

significantly correlated with both NNod and TNodPA, whereas TRootL and RootB were 
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Table I.2. Pearson correlation coefficients between shoot or seed nitrogen accumulation and nitrogen 
acquisition functioning or carbon accumulation traits recorded in RIL4 population in four experiments 

 Trait ShootQN-07 ShootQN-06 SeedQN-06f SeedQN-04f 

NLatRoot-07 0.33*** 0.12 0.13 0.24* 

NLatRoot-06 0.21* 0.04 0.21* 0.15 

TRootL-07 0.77*** 0.70*** 0.49*** 0.32** 

TRootL-06 0.59*** 0.72*** 0.40*** 0.25* 

RootB-07 0.73*** 0.72*** 0.41*** 0.29** 

RootB-06 0.65*** 0.88*** 0.43*** 0.27** 

NNod-07 0.47*** 0.34*** 0.13 0.24* 

NNod-06 0.52*** 0.75*** 0.39*** 0.27** 

TNodPA-07 0.67*** 0.62*** 0.35*** 0.19 

TNodPA-06 0.65*** 0.91*** 0.39*** 0.31** 

NodB-07 0.60*** 0.38*** 0.18 0.03 

NodB-06 0.50*** 0.82*** 0.40*** 0.33*** 

ShootB-07 0.83*** 0.75*** 0.35*** 0.22* 

ShootB-06 0.64*** 0.97*** 0.44*** 0.30** 

StrawB-06f 0.32** 0.43*** 0.81*** 0.40*** 

StrawB-04f 0.20* 0.38*** 0.35*** 0.62*** 

SeedB-06f 0.31** 0.47*** 0.98*** 0.44*** 

SeedB-04f 0.11 0.27** 0.46*** 0.98*** 

NDFA-07 0.61*** 0.40*** 0.02 -0.03 

NDFA-06 0.09 0.29** 0.26** 0.28** 

NDFA-06f 0.21* 0.41*** 0.64*** 0.35*** 

NDFA-04f 0.18 0.38*** 0.28** 0.52*** 

ShootNC-07 -0.07 -0.40*** -0.21* -0.20* 

ShootNC-06 -0.13 -0.13 -0.07 -0.07 

StrawNC-06f 0.09 -0.10 -0.40*** -0.37*** 

StrawNC-04f 0.21* 0.10 -0.13 -0.53*** 

SeedNC-06f -0.12 -0.14 0.21* 0.08 

SeedNC-04f 0.13 0.18 0.07 0.36*** 

RootE-07 -0.21* -0.42*** -0.15 -0.19 

RootE-06 0.05 0.07 -0.12 -0.15 

NodE-07 -0.12 -0.02 -0.03 -0.06 

NodE-06 -0.08 -0.15 -0.27** -0.14 

LeafA-07 0.79*** 0.72*** 0.42*** 0.28** 

LeafAR-07 0.48*** 0.48*** 0.37*** 0.36*** 

RUE-07 -0.60*** -0.57*** -0.33** -0.13 

SLN-07 -0.15 -0.41*** -0.35*** -0.28** 

*, **: significant correlation at the 0.05 and 0.01 probability level, respectively 
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highly correlated together (r² > 0.6), and both significantly correlated with all the nodule 

traits. Conversely, NLatRoot was neither highly correlated with RootB nor with nodule traits. 

Variability of traits related to N acquisition effi ciency, N and C 

accumulation in the plant, and plant development in the ‘Cameor’ x ‘Ballet’ 

recombinant inbred population 

Different measurements related to C (ShootB, StrawB, SeedB, TSW) and N accumulation in 

aerial parts (ShootNC, ShootQN, StrawNC, StrawQN, SeedNC, SeedQN), and traits related to 

nitrogen acquisition efficiency (NDFA, SNU, RootE, NodE) were determined. Some 

developmental traits (ShootL, Nbranch, BegFlo, LeafApR) were also recorded.  

The effect of the genotype was significant for most traits, with generally higher broad-

sense heritabilities (h²) in glasshouse experiments than in field experiments (Supplemental 

Table I.4). In all experiments, ‘Ballet’ had higher BegFlo, LeafApR than ‘Cameor’. 

Concerning traits related to C accumulation, ‘Ballet’ had higher ShootB, StrawB, TSW, RUE 

and ShootL than ‘Cameor’, and lower SeedN, LeafA and LeafAR (Supplemental Table I.4). 

Concerning N acquisition efficiency and accumulation, ‘Cameor’ had higher NDFA, SPAD, 

ShootNC, SeedNC and SeedQN, and lower StrawQN and NodE. 

The effects of year and genotype x year interaction were highly significant for most 

traits. Higher mean values were observed in pots than in pouches, with about a 4-fold increase 

of ShootB or ShootQN, and a 2-fold increase of SNU, RootE and NodE (Supplemental Table 

I.5). In field experiments, higher StrawB and SeedB were observed in 2004 than in 2006, 

associated with higher StrawQN and SeedQN in spite of lower SeedNC. NDFA was 

noticeably lower in 2004 (Supplemental Table I.5), which is consistent with higher soil nitrate 

content at sowing (Sagan et al., 1993b; Voisin et al., 2002a). ShootQN and SeedQN were 

highly significantly correlated with RootB and TRootL measured at BF in pot or pouch 

experiment, and only in some cases with NLatRoot (Table I.2). ShootQN and SeedQN were 

also significantly correlated with all the nodule traits and NDFA, and with ShootB, StrawB or 

SeedB. Conversely, ShootQN and SeedQN were hardly ever correlated with ShootNC, 

SeedNC, RootE and NodE. Lastly, ShootQN and SeedQN were significantly negatively 

correlated with SLN and RUE, whereas they were significantly positively correlated with 

leafA and LeafAR. 
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Fig. I.5. Map 
position of QTL 
associated with 
nitrogen acquisition 
structure or 
functioning, carbon 
accumulation in 
aerial part or seed 
yield components, 
and nitrogen 
accumulation or 
content; in the pea 
population RIL4, in 
two glasshouse (07, 
06) and two field 
experiments (06f, 
04f). For each 
QTL, the name of 
the trait, the 
number of the 
experiment, and the 
sign of the additive 
effect of the 
parental ‘Cameor’ 
allele are indicated 
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Mapping QTL for root and nodule structure 

A total of 32 QTL was detected for root traits on six linkage groups (LG): 8 were related to 

number of lateral roots, 21 to root length, and 3 to root dry matter (Supplemental Table I.6). 

Concerning the nodule traits, a total of 26 QTL were detected on five linkage groups; 9 were 

related to nodule number, 8 to nodule area, 4 to nodule dry matter, and 3 to the relative part of 

the nodule dry matter. 5 QTL for the relative part of belowground upon total dry matter 

(BGB:TB) were also detected. Seven of the 32 root QTL and 11 of the 26 nodule QTL were 

detected in region of LGI close to the Af gene (LGI-Af). All showed a positive additive effect 

of the ‘Cameor’ allele with parts of the phenotypic variation (R²) explained by the QTL 

ranging from 9 to 49%.  

The other QTL for root or nodule traits were located on fourteen other genomic 

regions, with R² ranging from 10 to 20%. Some clusters were observed (Fig. I.5): nodule and 

root traits QTL were detected in LGII close to the marker Dioxase, with a negative additive 

effect of ‘Cameor’; nodule traits QTL were found in LGIII near the marker AAP1; six of the 

eight QTL for lateral root number and three QTL for root length were detected in the same 

region of LGIII, near the marker AA374, with a negative additive effect of ‘Cameor’; several 

QTL for nodule traits were found at LGIII near marker AB139, with a negative effect of 

‘Cameor’ allele; root traits QTL were found on LGIV near marker AA386, with a negative 

effect of ‘Cameor’ allele; root and nodule traits QTL were found on LGV near AD158, with a 

positive effect of ‘Cameor’ allele; on LGVII, three QTL for nodule traits were found near 

Gs3b, and two other QTL for nodule traits were found between Htrans and Acetisom, with a 

positive effect of ‘Cameor’ allele, whereas five different QTL for root length with a negative 

effect of ‘Cameor’ allele were detected between AD159_4 and Sym29. 

Co-location of QTL for root and nodule structure with QTL forN 

acquisition efficiency, N and C accumulation in plant, and plant 

development 

Ten QTL for N efficiency traits were detected (Supplemental Table I.6): 7 QTL related to the 

N acquisition efficiency (SNU, RootE, NodE), and 3 QTL for the percentage of N derived 

from fixation (NDFA). All of them mapped to genomic regions involved in root or nodule 

variation (Fig. I.5). Five of them were detected in the genomic region LGI-Af, and their R² 

ranged from 9 to 21%, with a positive additive effect of the ‘Cameor’ allele for NDFA, and 

negative additive effect for all other N acquisition efficiency traits. Co-locations of QTL of 
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Nefficiency with root and nodule traits were also observed in 4 other genomic regions, with 

negative effect of the ‘Cameor’ allele for all the NDFA QTL and positive effect for all the 

efficiency QTL. Each of these QTL accounted for 8 to 12% of the phenotypic variation. 

A total of 26 QTL related to C accumulation in aerial parts (LeafA, LeafAR, ShootB, 

StrawB, SeedB), 15 QTL for seed yield components (SeedN, TSW) and 3 QTL for RUE were 

detected (Supplemental Table I.7). Sixteen QTL for N accumulation in the plant (ShootQN, 

StrawQN, SeedQN, SLN) and 15 QTL for N content (ShootNC, StrawNC, SeedNC) and 

SPAD were detected (Supplemental Table I.8). Twenty of these QTL were detected in the 

LGI-Af region (Fig. I.5), with positive additive effect of the ‘Cameor’ allele for all traits, 

except RUE. QTL for RUE and for ShootB-06 accounted for respectively 76% and 42% of 

the phenotypic variation of these traits measured at BF. For StrawB, SeedB and SeedN, which 

were measured at harvest, R² ranged from 10 to 17%. Co-locations of N and C accumulation 

with root and/or nodule QTL were also observed on LGII-AB33, LGIII-AAP1, LGIV-

AA386, LGV-AD158, LGVII-Gs3b and LGVII-Htrans (Fig. I.5). A close inspection of LOG 

curves revealed a secondary peak for root and nodule traits near LGIII-AB44_2 (100 cM), 

which co-located with shoot and seed N accumulation traits (Supplemental Fig. I.2). 

Interestingly, LGIII-AA44_2 was the only region in which QTL for SeedQN co-located with 

QTL for SeedNC, and they displayed antagonistic effects. Otherwise, whatever the genomic 

region, QTL for SeedQN always co-located with SeedB, with never antagonistic effects. 

Most of the QTL related to aerial part or to seed N and biomass accumulation were 

consistent across experiments, and many correspond to genomic regions that we also 

identified in the pea mapping population RIL1 (Burstin et al., 2007). Among them, LGI-Af 

was contributing in both RIL4 and RIL1 to almost all the traits evaluated. Three other 

genomic regions in RIL4 involved in C and N accumulation in aerial parts and seeds (LGII-

AB33 for ShootQN and flowering; LGIII-AB44_2 for StrawB, StrawNC, SeedN and 

flowering; LGVII-Gs3b for ShootB, ShootNC and SeedB) also correspond to genomic 

regions in RIL1. Moreover, four regions involved in the variation of TSW and/or SeedNC 

were located in similar regions in RIL1 and RIL4 (LGIII-AA374, LGIV-AA386, LGV-

AD158, LGV-Rbcs4). Moreover, the root length QTL near LGVII-AD159_4 may correspond 

to the region of marker Amy associated with root biomass reported by Weeden and Moffet 

(2002). 
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Discussion 
This study was carried out to identify the genetic determinants of the nitrogen nutrition in pea, 

which could be involved in the determinism of seed yield and protein content. Some studies 

identified major gene effects for root biomass in pea (Weeden & Moffet, 2002; Kof et al., 

2006), and some searched for genomic regions involved in nodule number or biomass on 

common bean and soybean (Nodari et al., 1993; Souza et al., 2000; Nicolas et al., 2006). To 

our knowledge, our study is the first integrated approach of the genetic basis of nitrogen 

nutrition in legumes investigating not only QTL involved in nodulated root structure and 

functioning variability, but also those related with C accumulation variability, which is known 

to be closely linked to nitrogen acquisition capacity (Voisin et al., 2003a). We used a set of 

different methods, ranging from root washing at specific stages, kinetic measurements of 

roots and nodules in pouches, to 15N quantification experiments in the field, in order to 

approach the different facets of the nodulated root development as related to N nutrition. Our 

experiments in artificial conditions used Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Rlv) strains 

previously demonstrated to be efficient on a large range of pea genotypes (Laguerre et al., 

2007), and our field experiments were conducted on a soil previously shown to contain Rlv 

populations efficient on a majority of pea accessions in our collection. Our study in pouches 

allowed an establishment of nodules on all plant studied, confirming that the conditions of 

high inoculation level and 50 ml of nutrient solution with pH at 6.5 were suitable for 

nodulation, in agreement with various experiments on legumes (Smith & Wollum, 1989; 

Novak et al., 2002; Lira Junior et al., 2005). Both pouch and pot experiments in artificial 

conditions provided a range of measurements of good quality, as revealed by the high 

heritabilities obtained for root and nodule traits (Supplemental Tables I.4 and I.9), in 

comparison with those obtained in a field experiment within a soybean RIL population 

(Kuang et al., 2005). Our glasshouse experiments allowed detection of QTL for most of root 

and nodule traits, explaining up to 68% of the genetic variance observed for these traits 

(Supplemental Table I.9). High heritabilities were also obtained for C and N accumulation 

traits in such conditions, and QTL were detected, explaining similar part of genetic variance 

existing within the RIL population than those detected in field conditions (Supplemental 

Table I.10).  
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Towards the improvement of N nutrition through root and nodule structure 

traits 

As for other legumes, N nutrition in pea relies both on atmospheric N2 fixation by nodules and 

on soil mineral N uptake by roots, and it is considered a major limiting factor of plant growth 

(Voisin et al., 2007). In pea, N-fixing activity increases during the vegetative phase up to 

flowering, concomitantly with the development of nodules which are then the largest carbon 

sink for the plant (Voisin et al., 2003b). Then, both symbiotic fixation and mineral N root 

absorption decline at the end of the growth cycle when filling seeds become the largest carbon 

sink (Jeuffroy & Warembourg, 1991; Voisin et al., 2003a). One strategy for enhancing 

exogenous nitrogen supply late during the growth cycle could be to select pea lines with a 

prolonged period of nodule development, which would maintain their symbiotic N2 fixation 

activity during seed filling. Another complementary strategy is to increase root development 

before the beginning of seed filling, in order to enhance exogenous nitrogen supply at later 

stages (Bourion et al., 2007). This would also contribute through deeper roots to water stress 

tolerance, and probably interact with root rot disease tolerance. 

In this study, we assessed the potential of naturally-occurring genetic variability for 

root and nodule traits to improve nitrogen nutrition in pea. A significant variability was 

observed for both root (RootB, TRootL, NLatRoot) and nodule traits (NodB, NNod, 

TNodPA), among 7 contrasted pea genotypes and among a pea RIL population. Nodule traits 

exhibited ten-fold variations or more (Fig. I.2), depending on the stage at which the nodulated 

root system was observed. Root traits, with a two-fold average variation, were less variable 

(Fig. I.2). Then, we assessed the relationship among desirable traits, to identify possible 

antagonistic relationship between root and nodule development, and between root or nodule 

and shoot development. A complex interaction between hormonal and trophic factors 

determines the root-nodule-shoot development. Indeed, hypernodulating mutants were 

considered potential candidates for enhancing N2 fixation through an increase in nodule 

number (Caroll & Mathews, 1990). However, various studies have indicated that 

hypernodulating mutants did not accumulate more nitrogen than the wild line (Sagan et al., 

1993b; Bourion et al., 2007), and often displayed depressed shoot and root growth, probably 

due to high C costs for nodulation and N2 fixation (Voisin et al., 2007). Gonzalez-Rizzo et al. 

(2006) also demonstrated that the cytokinin receptor MtCRE1 regulates nodule and lateral 

root organogenesis in an opposite manner. In the present study, root and nodule traits did not 

show antagonistic relationship both among the 7 genotypes and the RIL4 population (Table 
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I.1; Supplemental Table I.3). Conversely, nodule traits were highly positively correlated with 

TRootL and RootB, and to a lesser extent with NLatRoot. Consistently, the 4 common QTL 

controlling root and nodule traits showed additive allele effects of the same sign (LGI-Af, 

LGII-Dioxase, LGIII-AB139, LGV-AD158; Fig. I.5). On the other hand, some QTL regions 

were specific of roots traits (LGIII-AA374, LGIV-AA386). This makes it possible to select 

simultaneously or separately for root and nodule traits.  

We further identified that NodB was determined both by NNod (3 QTL in common; 

LGI-Af, LGIII-AB139, LGVII-Htrans; Supplemental Fig. I.2) and by TNodPA (3 QTL in 

common; LGI-Af, LGIII-AB139, LGVII-Gs3b), which reflects nodule number and nodule 

size, respectively. Conversely, RootB was hardly ever correlated to NLatRoot (Table I.1; 

Supplemental Table I.3) and highly correlated to TRootL (with 2 QTL in common; LGI-Af, 

LGIII-AA374). TRootL was correlated both with TRootER (4 QTL in common; LGIII, 

LGIV, LGV, LGVII) and little with LatApR (1 QTL in common; LGIII-AA374). 

Interestingly, QTL for TRootER were co-located either with NNod (LGV-AD158) or with 

NLatRoot (LGIII-AA374, LGIV-AA386). As nodules as well as lateral root primordia form 

on elongating parts of the root (Tricot et al., 1997), this result suggests that some genomic 

regions may control either nodule or root initiation, but not both.  

Root and nodule structures contribute to N acquisition and accumulation in 

the plant 

All QTL for NDFA, which described N acquisition by fixation, corresponded to QTL 

controlling both root and nodule traits (LGI-Af, LGII-Dioxase, LGIII-AB139; Fig. I.5, 

Supplemental Fig. I.2). They displayed additive effects of same sign, indicating that an 

increase of NDFA is tightly linked to an increase of NodB and RootB. This result seemed 

different from what was observed in pea hypernodulating mutants (Sagan et al. 1993; Salon et 

al. 2001), for which increased NodB was associated with decreased RootB and NDFA 

(Bourion et al., 2007). However, all these results suggest that the N accumulation through 

fixation relies on a good development of both roots and nodules. Interestingly, QTL for 

NDFA were not always co-located with QTL for SeedQN, which is in agreement with 

previous observations of no significant effect of N symbiotic fixation level in seed N 

accumulation (Sagan et al. 1993; Voisin et al. 2002). 

In most cases, shoot and seed N accumulation were correlated with root and nodule 

traits. As such, among the seven pea accessions, ShootQN was significantly correlated with 
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RootB at early stages (from 4-leaf stage to BF), NNod at the 9-leaf stage, and TNodPA at 

later stages (from BF to BSF); Table I.1). Among the RIL4 genotypes, ShootQN and SeedQN 

were significantly correlated with RootB, TRootL, NNod, and TNodPA and NodB (Table 

I.2). Consistently, common QTL displaying effects of the same sign were found between root 

and/or nodule traits and ShootQN, SeedQN or SeedNC (LGI-Af, LGII-AB33, LGIV-AA386, 

LGV-AA158, LGVII-Htrans; Fig. I.5). These results may suggest that genes controlling 

nitrogen nutrition structure traits are significant determinants of shoot and/or seed N 

accumulation. Conversely, these results may equally suggest that ShootQN accumulation, 

which is assumed to control the elaboration of leaf area and thus the C supply (Laperche et 

al., 2006; Moreau et al., 2009), promotes root and nodule establishment and growth.  

In other cases, shoot or seed N accumulation did not appear to be directly correlated 

with root or nodule traits. As such, the genomic regions near LGIII-AB44_2 and near LGVII-

Gs3b displayed QTL with opposite effects for ShootNC or SeedNC on one hand, and SeedB, 

SeedN and SeedQN on the other hand, but no strong effect QTL for root and nodule traits. As 

these genomic regions appeared to also control ShootL and BegFlo, they may correspond to a 

QTL controlling N partitioning between seeds and aerial parts through plant development. 

Lastly, the QTL clusters for root elongation rate, root length at early stages, and thousand 

seed weight that were found at LGIII-AA374 and LGIV-AA386 may illustrate the link 

between seed cotyledon reserves and root growth during the heterotrophic phase. Indeed, 

Tricot et al. (1997) observed a rough decline of root elongation rate and of roots number, 

between the 4- and 6-leaf stages in conjunction with the exhaustion of seed reserves. Other 

experiments have confirmed the impact of seed size on root elongation rate, root length or 

root dry matter during the early growth of the plant (Thorup-Kristensen, 1998; McPhee, 

2005). Thus, the QTL controlling thousand seed weight in these regions may have a 

pleiotropic effect on the root elongation rate. However, a higher root elongation rate and root 

length could conversely enhance seed storage compound accumulation at the end of the plant 

life cycle by a sustained water and nutrient supply, and hence increase thousand seed weight. 

Root and nodule traits are impacted by major developmental genes such as 

Le and Af 

In pea, Le, which encodes gibberellin 3b-hydroxylase, controls inter-node length whereas Af 

controls the switch between leaflets and tendrils. In a previous work, we showed that in pea, 

the genomic regions encompassing the developmental genes Le and Af have pleiotropic 
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effects on plant morphology, source capacity, and seed protein content and yield (Burstin et 

al., 2007). Consistently, Weeden and Moffet (2002) showed a significant association between 

Le and root biomass, in 42 RIL derived from a cross between a Pisum elatius line and a pea 

cultivar, and Kof et al. (2006) observed a significant effect of Af on root biomass. The results 

obtained herein confirm and specify these findings. In 7 pea accessions, we found a 

significant effect of the genes Le and Af on root and nodule development, at different stages of 

plant development (Supplemental Table I.1). The effect of Le on root and nodule traits 

increased from the earlier stage (at 4-leaf stage, only nodule traits showed a significant effect 

of Le) towards the latest stage analysed (at BSF, all root and nodule traits showed a significant 

effect of Le). Conversely, the effect of Af on root and nodule traits decreased from the earlier 

stage (at 4-leaf stage, all traits showed a significant effect of Af) towards the latest stages 

analysed (at BSF, only NLatRoot and NNod showed a significant effect). In the RIL4 

population, Le is not segregating, and neither QTL for seed N content and yield nor QTL for 

root and nodule development were detected in the corresponding genomic region, at the 

bottom end of LGIII. Af is segregating in the RIL4 population. A major QTL cluster was 

identified in the LGI-Af region, where Af is the best candidate gene for having pleiotropic 

effects on leaf area, nitrogen acquisition structure traits, and seed or shoot N accumulation 

traits. This region controlled 16% of the variation of leaf area eight days after germination 

when one leaf was fully-expanded, and accounted for more than 60% twenty days after 

germination when five leaves were fully expanded. It also controlled 75% of the variation of 

RUE, indicating a reduction of C accumulation in af genotypes. This could be the cause of the 

reduction of root and nodule growth. Indeed, QTL for root and nodule dry matter and for the 

relative part of nodule upon belowground dry matter were consistently detected at beginning 

of flowering, with a negative effect of the af allele for all these traits including the relative 

part of nodule upon belowground dry matter. This may indicate a greater impact of low 

carbon availability on nodules than on roots, which, according to Voisin et al. (2003b) 

represent the largest carbon sink for the plant during the vegetative stage up to flowering. 

Consistently, no QTL for TRootER was detected at the Af locus, whereas QTL for NodApR 

and TNodPAR were. This reinforces the hypothesis of a trophic control of this locus on 

nodule appearance and growth rather than on root elongation. The potentiality of this region 

for N nutrition improvement depends on the nature of the gene involved: if the gene Af is 

responsible for the N nutrition variation, then the usefulness of this locus will be limited since 

the afila trait is extremely desirable for lodging resistance. If the gene responsible for the 
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variation is a gene close to Af, then the linkage may be broken. This question could be 

checked when the Af gene will be identified. 

Conclusion 
This study showed the usefulness of experiment in pouches combined with image analysis for 

investigating the nodulated root development and growth in a large number of plants. This 

methodology provided consistent results with those acquired in pots and facilitated the 

selection of contrasted accessions for root and nodule features. This information can be used 

as a valuable baseline for breeding programs. Using this methodology, we investigated the 

variability and relationship of nitrogen acquisition structure together and with C and N 

accumulation in the plant. We have found a significant positive relationship between nodule 

establishment and root system growth, which should allow building a pea nitrogen-nutrition 

‘ideotype’, with increased root system size and no decreased nodule number. We also 

specified the significant contribution of N acquisition structure to seed N content and yield. 

Our results point to regions of interest for root and nodule development. Because QTL 

associations described herein may be caused either by pleiotropic effects of one gene or by 

linkage between different genes, these regions will need to be refined through fine-mapping 

and/or the use of association genetics, and through the comparison with another large-seed 

legume such as soybean or with the model species Medicago truncatula.  
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CHAPITRE II  : RECHERCHE DE GENES CANDIDATS 

IMPLIQUES DANS LE DEVELOPPEMENT RACINAIRE ET 

DANS L’ACQUISITION D ’N 

1. Introduction au chapitre II 

Le levier de l’amélioration de l’acquisition d’N chez les légumineuses via une amélioration de 

leur développement racinaire a été abordé par l’étude d’un mutant d’architecture racinaire 

chez Medicago truncatula, espèce modèle pour laquelle des données génomiques étaient 

disponibles. Ce mutant, TR185, du fait de son phénotype racinaire hyper-ramifié, était 

supposé avoir un haut potentiel d’acquisition d’N minéral. L’objectif de l’étude a été i) de 

déterminer le potentiel d’acquisition d’N chez ce mutant, ii) de mettre en évidence des 

différentiels d’expression de gènes entre ce mutant et le sauvage pouvant être corrélés au 

phénotype racinaire et à l’acquisition d’N de ce mutant. 

 Il a été observé que TR185 conserve son architecture racinaire ramifiée quelle que soit 

la teneur en nitrate du milieu et contre toute attente, présente des caractéristiques de nutrition 

N sous-optimale : allocation préférentielle de la biomasse vers les racines, faible teneur en N 

des parties aériennes, et faible efficience d’acquisition d’N. L’expérimentation a été menée en 

conditions non symbiotiques : aucune inoculation n’a été réalisée et la culture effectuée en 

chambre climatisée en respectant des mesures strictes de désinfection a empêché toute 

nodulation. La culture a aussi été réalisée en hydroponie, de façon à avoir un accès facilité 

aux racines. Un nouveau protocole d’expérimentation a donc été mis au point, inspiré de celui 

utilisé par Ruffel et al. (2008). Les descriptions de l’architecture racinaire et des efficiences 

d’acquisition d’N et de C ont été faites de façon similaire à celle réalisées précédemment sur 

les lignées de pois. L’analyse transcriptomique réalisée à partir de prélèvements de racines a 

mis en évidence 484 différentiellement exprimés entre TR185 et le sauvage (parmi les 61 278 

transcrits disponibles sur les puces Affymetrix) ; un script d’analyse statistique adapté à cette 

expérimentation à deux facteurs (génotype de plante et teneur en azote du milieu) a été écrit 

en collaboration avec M-L Martin-Magniette (INRA URGV, Evry).  

L’analyse des voies métaboliques impliquées conjointe avec des analyses de teneur en 

acides aminés des parties aériennes et des racines, ainsi que la réalisation de greffes ont 
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permis de tester les hypothèses permettant d’expliquer la nutrition sous-optimale observée 

chez TR185 en dépit de son nombre élevé de racines. L’hypothèse d’une perturbation de sa 

perception de la disponibilité en nitrate a ainsi été rejetée au profit de celle d’une hyper-

ramification racinaire induite par un signal systémique de carence en N. 

L’ensemble de ces résultats a fait l’objet d’une publication dans la revue Journal of 

Experimental Botany (Bourion et al., 2014). 
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Abstract 
To complement N2 fixation through symbiosis, legumes can efficiently acquire soil mineral 

nitrogen (N) through adapted root architecture. However, root architecture adaptation to 

mineral N availability has been little studied in legumes. Therefore, we investigated the effect 

of nitrate availability on root architecture in Medicago truncatula and assessed the N-uptake 

potential of a new highly-branched root mutant. The effects of varying nitrate supply on both 

root architecture and N-uptake were characterized in the mutant and in the wild type.  

Surprisingly, the root architecture of the mutant was not modified by nitrate supply variation. 

Moreover, despite its highly-branched root architecture, TR185 has a permanently N-starved 

phenotype. A transcriptome analysis was performed to identify genes differentially expressed 

between the two genotypes. This analysis revealed differential responses related to the nitrate 

acquisition pathway and confirmed that N-starvation occurred in TR185. Changes in amino 

acids content and in expression of genes involved in the phenylpropanoid pathway were 

associated with differences in root architecture between the mutant and the wild type.  

 

 

Keywords: highly-branched root mutant, Medicago truncatula, root architecture, nitrogen 

limitation, nitrogen acquisition, amino acids, phenylpropanoid 

 

Short statement: Physiological and developmental analyses provide evidence that the highly-

branched root architecture of the mutant results from systemic regulation by its nitrogen 

status, possibly involving glutamine or asparagine signals. 
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Introduction 
Nitrogen (N) is one of the most limiting resources for plant growth. Legumes have natural 

ability to use, as main N source, atmospheric N2 via symbiosis in nodules with Rhizobiaceae 

spp. However, N nutrition can still limit yield and seed quality in legumes, especially under 

abiotic or biotic stress conditions. In that conditions, the fixation of N2 is impacted and cannot 

totally fulfil N demand (Salon et al., 2001), and the poorly developed root systems of N2 

fixing legumes are unable to explore a large soil volume (Bourion et al., 2007). In this 

context, the genetic improvement of root system development is a target for increasing 

legume yield performance. 

 Up to now, the molecular determinants of root development in legumes have been 

little characterised. The naturally occurring genetic variability of root development in legumes 

has been investigated (Kraft & Boge, 2001; McPhee, 2005; Bourion et al., 2010), but few 

genes involved in root development have been characterized (Yendrek et al., 2010; Jin et al., 

2012). A complex tuning of root versus nodule development seems to operate in legumes, as 

mutants impaired in the autoregulation of nodulation display shorter root length or enhanced 

lateral root (LR) number (Wopereis et al., 2000; Krusell et al., 2002; Schnabel et al., 2005; 

Schnabel et al., 2011; Jin et al., 2012). Hormones have been shown to be involved in their 

common molecular pathways; particularly auxin (de Billy  et al., 2001; Jin et al., 2012), 

cytokinin (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Frugier et al., 2008; Plet et al., 2011), and abscisic 

acid (Bright et al., 2005; Liang et al., 2007; Yendrek et al., 2010). 

The paramount importance of hormones in the regulation of root growth and 

development has been thoroughly investigated in Arabidopsis (Peret et al., 2009). Auxin 

delivery, which promotes LR initiation, is regulated by the auxin influx carrier AUX1 and 

auxin efflux transporters PINs and PGP/MDR (Muday & DeLong, 2001; Marchant et al., 

2002). Auxin transport remains necessary for root elongation (Wu et al., 2007). Interacting 

effects of auxin and cytokinin disrupt LR initiation by interfering with PINs genes expression 

and the associated auxin-gradient formation (Laplaze et al., 2007). Cytokinin has been shown 

to reduce the root elongation rate through an ethylene-induced production (Benkova & 

Hejatko, 2009; Ruzicka et al., 2009), whereas gibberellin antagonizes the negative effects of 

ethylene on root growth (Fu & Harberd, 2003; Ubeda-Tomas et al., 2008).  

In addition, root growth and development are known in Arabidopsis to be modulated 

by external NO3- availability. The localized stimulatory effect of external nitrate on LR  
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Fig. II.1. Highly-branched root architecture of the TR185 mutant irrespective of the nitrate supply. 
(A and B) Representative examples of wild-type (WT) and TR185 plants grown for 14 days in a growth 
chamber on hydroponic culture tanks, filled with a nutrient solution with high (A; 10 mM, HN) or with low (B; 
1 mM, LN) nitrate supply. Bars, 5 cm. (C-E) Quantification of root architecture from 7 to 28 days after 
germination: lateral root number per plant (C), lateral root length (D), and total root length per plant (E; TRL). 
Data are means±SE from three biological replicates of six plants each. Different letters above the columns 
indicate significant difference based on multiple comparisons (p<0.05, LSD test). The decrease in lateral root 
length at 28 days after germination in WT plants grown in HN has no biological significance. 
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elongation has been shown to involve both ANR1 and NRT1.1, which act together as a NO3
- 

sensor promoting auxin transport (Zhang & Forde, 1998; Remans et al., 2006a; Krouk et al., 

2010; Gojon et al., 2011). Evidences of roles for cytokinin and abscisic acid in the root 

architectural response to nitrate have been presented (Walch-Liu et al., 2006a; Kiba et al., 

2011; Ruffel et al., 2011). A systemic regulation of the root architecture by the plant N status 

has been described (Zhang & Forde, 2000; Remans et al., 2006b), involving a feedback 

repression of root development by products of N assimilation (Walch-Liu et al., 2006b; 

Gifford et al., 2008). The modulation of the root system architecture in response to N supply 

is also known to depend on the plant carbon (C) allocation within the root system (Brun et al., 

2010), and LR initiation level has been shown to be related to the C:N ratio (Zhang & Forde, 

2000; Malamy & Ryan, 2001; Malamy, 2005). Transcriptomic analyses have confirmed that 

many genes involved in N assimilation or C primary metabolism are responsive to variation 

of nitrate supply (Wang et al., 2003; Scheible et al., 2004; Bi et al., 2007). Transcriptomic 

studies of legumes subjected to variation in nitrate supply are consistent with those obtained 

in Arabidopsis (Ruffel et al., 2008; Omrane et al., 2009). 

In this study, we describe a new highly-branched root Medicago truncatula and 

showed its unexpectedly low nitrogen acquisition and absence of root architecture adaptation 

to nitrate supply.  

Materials and methods 
Plant material 

Medicago truncatula cv. Jemalong J5 was used as the wild-type reference (WT) and for 

backcrosses of the TR185 mutant. The mutant TR185 was selected after γ-ray mutagenesis on 

J5 (Sagan et al., 1995), and displayed a phenotype with highly-branched roots and few small 

nodules (Salon et al., 2009). The mutation was stable over four generations of selfing. Genetic 

analyses revealed that the highly-branched root architecture of TR185 is determined by a 

single recessive mutation (Supplemental Table II.1). 

Plant growth conditions 

Scarified seeds of both genotypes were surface sterilized for 7 min with a 3% sodium 

hypochlorite solution and rinsed seven times with sterile water (Garcia et al., 2006). Seeds 

were then placed on sterilized plastic boxes filled with one litre of 4% (w/v) Kalys agar HP 

696 gel. Boxes were left in the dark for 4 days of cold-treatment at 4 °C followed by 4 days of  
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Fig. II.2. Dry weight and leaf area of wild-type (WT) and mutant (TR185) plants under high (10 mM, HN) or 
low (1 mM, LN) nitrate supply, from 7 to 28 days after germination. (A) Shoot dry weight, (B) Total leaf Area 
and (C) Root dry weight per plant. (D) Root-to-total dry weight ratio. Data are means±SE from three biological 
replicates of six plants each. Different letters above the columns indicate significant difference based on  
multiple comparisons (p<0.05, LSD test) 
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germination at 20°C. Germinated seeds were transferred to hydroponic culture tanks filled 

with an aerated nutrient solution (Barker et al., 2006). The basal nutrient solution (Ruffel et 

al., 2008) was supplemented with 1 mM KNO3 (LN; Low Nitrate) or 10 mM KNO3 (HN; 

High Nitrate) as N source. Rhizobium inoculation was performed neither in LN nor in HN 

condition. The two nitrate levels were determined on the basis of previous studies of nitrogen 

nutrition on M. truncatula (Moreau et al., 2008): for non-nodulating plants, the optimal N 

nutrition was achieved with 10 mM nitrate supply, whereas the N nutrition index represented 

only 35% of the optimum at 0.625 to 1.25 mM nitrate supply. Both nutrient solutions have an 

initial pH of 6.6 and were renewed every week. Measurements in the hydroponic culture tanks 

before renewing the solution indicated a slight increase of the pH to 7.2 after 4 weeks of 

experiment, irrespective of the N supply level. Plants were grown in a growth chamber under 

the controlled conditions of 24°C/19°C in a 16-h day-night cycle, a mean photosynthetically 

active radiation (PAR) of 200 µmol photons/m²/s, and 70% hygrometry. Each tank contained 

6 WT and 6 TR185 plants. On one shelf of the growth chamber, nutrient solution in the tanks 

was supplemented by 1mM of KNO3 (LN); on the other shelf, the concentration of KNO3 in 

the solution was 10mM (HN). Three successive experiments in the growth chamber were 

performed on the two different genotypes. Each experiment constituted a biological replicate. 

In each experiment, plants were collected at five successive dates from 7 to 28 days after the 

transfer of germinated seeds into the tanks.  

Plant measurements, ecophysiological modelling, and grafting 

At each of the five dates, six plants of each genotype were collected both in one LN and one 

HN tank. Length of the primary root (PRL) was measured. The first to third order lateral roots 

were counted, allowing the calculation of total lateral root number (LRN). No nodule was 

found in any root observed. Then, the shoot and root systems were carefully spread separately 

onto transparent sheets and scanned as digital images with an A3 color scanner (Epson; 

Tokyo, Japan). Total leaf area (LeafA), total root length (TRL) and total root surface area per 

plant were further determined by image analysis using WinRHIZO® Software (Regent 

Instruments, Quebec, Canada). Mean lateral root length (LRL) was then calculated as: TRL-

PRL / LRN. Roots and shoots were oven-dried separately at 80°C for 48 h for shoot, root and 

total dry weight determination (SDW, RDW and TDW). Shoot and root N concentrations of 

ground dried tissues (%ShootN, %RootN) were estimated following the Dumas’ method, and 

the total N accumulation in the plant (TotN) calculated. Then, three integrative variables,  
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Fig. II.3. Grafting experiments. (A) Representative 10-week old plants, (B) Number of lateral roots per length 
of primary root (Root density), (C) Total root length (TRootL) and (D) Total Leaf Area (LeafA) of 10-week old 
plants. Data are means±SE from three plants. 
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characterizing the relationship between the four state variables LeafA, TDW, RDW, and 

TotN, were calculated (Moreau et al., 2012). They represent efficiencies of C or N 

acquisition. The LeafA is considered as the C source, which is distributed to roots according 

to root-to-total dry weight ratio (RDW_TDW). The RDW or more precisely the root surface 

area pilots the N entrance onto the plant, according to N-uptake rate (NUR). The TotN 

accumulated into the plant allows the elaboration of the LeafA, according to efficiency of N 

conversion into leaf area (NLA). 

Grafting was performed as described in the “cuttings and grafts” chapter of the 

Medicago handbook (http://www.noble.org/medicagohandbook/). Grafts were initially 

generated in vitro, and after three weeks were potted in an attapulgite:clay balls mixture (1:1) 

in the greenhouse for an additional seven weeks. Three plants per combination were then 

carefully spread onto transparent sheets and scanned as digital images, and LeafA and TRL 

determined by image analysis as described previously. The number of first lateral roots per 

length of primary root was also determined for each plant. 

For graft experiment and each sampling date, means and SE values were calculated for 

all variables and ANOVA were performed using XLSTAT software (version 2010.6.03, 

http://www.xlstat.com). Means were classified using the least significant difference (LSD) 

range test at the 0.05 probability level. 

Metabolic analyses 

Amino acids content 

The levels of the 20 standard amino acids synthesized by plants were measured in TR185 and 

WT plants. 100 mg of lyophilized powder were weighed and extracted in a three-step 

ethanol–water procedure, as described by (Loudet et al., 2003). Using the method described 

by (Ikram et al., 2012), ninhydrin colour reagent was added to the extract and absorbance read 

at 570 nm on a spectrophotometer. This result was used to calculate the amino acid content in 

µmol.g-1 FW.  

Lignin content 

Lignin content in roots was determined using the Acetyl bromide method adapted from 

(Fukushima & Hatfield, 2001). To prepare the root cell wall (CW), 100 mg of the dried root 
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grinded samples were extracted sequentially with stirring with water, ethanol and acetone. An 

acetyl bromide/acetic acid solution (1/3, v/v) was added to about 5 mg of the CW dried 

extract obtained. Lignins were solubilized whereas polysaccharides were hydrolysed. After 

the reaction, the excess of acetyl bromide and polybromide ions were destroyed by adding 

water and hydroxylamine chlorhydrate. Lignin content was calculated from absorbance 

readings at 280 nm, and expressed as mg.g-1 of root DW. 

Transcriptomic analyses 

RNA extraction and Affymetrix geneChip 

Total RNA was extracted from roots using the Plant RNeasy Mini Kit with on-column 

DNAse digestion (Qiagen). All RNA samples were checked for their integrity on the Agilent 

2100 Bioanalyzer according to the Agilent Technologies (Waldbronn, Germany) 

specifications. For microarray analyses, two micrograms of total RNA were transcribed as 

described in (Rey et al., 2013). The labelled cDNA produced was used to hybridize 

Affymetrix GeneChip® Medicago genome arrays at INRA-URGV (Evry, France).  The raw 

CEL files were imported in R software for data analysis. All raw and normalized data are 

available through the CATdb database ((Gagnot et al., 2008); project 

“AFFY_root_dvt_Nitrogen_Medicago”), and from the Gene Expression Omnibus (GEO) 

repository at the National Center for Biotechnology Information (NCBI) ((Barrett et al., 

2007), accession number GSE18318). 

Statistical Analysis of Microarray Data 

The data were normalized with the GC RMA algorithm (Irizarry et al., 2003), available in the 

Bioconductor package (Gentleman & Carey, 2002). We performed a two-way ANOVA on the 

normalized expression signals, which was modeled as follows: Yijk = µ + Gi + Nj + GNij + eijk, 

where Y is the normalized expression signal of a transcript for genotype i at nitrate supply j in 

replicate k, µ the global mean, Gi the genotypic effect, Nj the nitrate effect, GNij the genotype 

x nitrate interaction effect, and eijk are normally distributed zero-mean random errors. Due to 

the limited number of observations, the degree of freedom was too weak to perform tests 

based on the specific residual variance of each transcript. Thus, a global residual variance was 

calculated after the removal of the transcripts displaying extreme variation. Three contrasts 

were considered to classify genes as either responsive to the genotype effect independently of 

the nitrate supply (G), or responsive to the nitrate supply across both genotypes (N), or not 
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responsive to the nitrate supply in the same way in both genotypes (G x N interaction). For 

each contrast, the test statistic was calculated from the global variance, and the P values were 

adjusted by the Bonferroni method, which controls the Family Wise Error Rate (FWER) (Ge 

et al., 2003). For a given contrast, a gene is declared differentially expressed if its adjusted P 

value is lower than 0.05. A functional classification of the differentially expressed genes was 

visualized using MapMan version 3.5.0 (http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman; 

(Thimm et al., 2004; Tellstrom et al., 2007)). 

Q-RT-PCR 

A set of 18 genes identified as differentially expressed in roots was chosen for validation of 

Affymetrix genome arrays by Q-RTPCR (Supplemental Fig. II.1). Primer sequences are 

available in Supplemental Table II.2. For each sample, 1 µg of total RNA was treated with 

RQ1 DNAse (Promega) and reverse transcription was carried out using the IScript cDNA 

synthesis Kit (BIO-RAD). Q-RTPCR reactions were performed on a LC480 apparatus 

(Roche) using the GoTaq qPCR Mastermix (Promega). Three technical replicates were 

performed for each one of the three independent biological replicates. Relative expression 

levels were calculated according to the relative standard curve method (∆CT) using 

Elongation factor 1 (EF1) and Ubiquitin genes as reference genes. 
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Fig. II.4. N concentration and efficiency of nitrogen accumulation into wild-type (WT) and mutant (TR185) 
plants under high (10 mM, HN) or low (1 mM, LN) nitrate supply, from 7 to 28 days after germination. (A and 
B) Shoot N concentration (A; %ShootN) and Root N concentration (B; %RootN) estimated following the 
Dumas method. (C and D) N-uptake rate (C; NUR) and efficiency of N conversion into leaf area (D; NLA). 
Data are means±SE from three biological replicates of six plants each. Different letters above the columns 
indicate significant difference based on multiple comparisons (p<0.05, LSD test) 
 
 

 

  



  Chapitre II 

 

87 

 

Results 
Root architecture and N-uptake 

The highly-branched root architecture of TR185 is associated with depressed growth 

irrespective of the nitrate supply, and is shoot determined 

The root architecture of TR185 was highly branched under both high and low nitrate supply 

(Fig. II.1). This resulted in a  significantly higher lateral root number (LRN) and significantly 

lower mean lateral root length (LRL) when compared with WT, throughout the growth period 

and irrespective of the nitrate supply (Fig. II.1C and D). Despite this, TR185 had a similar 

total root length (TRL) as WT (Fig. II.1E). In the WT plants, LRN decreased slightly with 

decreasing nitrate supply (Fig. II.1C). An effect of decreased nitrate supply was also observed 

on the LRL of the WT, with a transient significant decrease at the seven-day stage followed 

by an increase at the later stages (Fig. II.1D). 

TR185 displayed significantly lower shoot and root dry weights (SDW; RDW) and 

leaf area (LeafA) than WT, as early as the seven- or ten-day stage (Fig. II.2A-C). These 

differences were associated throughout the growth period with a higher root-to-total dry 

weight ratio in TR185 compared with WT (Fig. II.2D). Both RDW and SDW of the WT were 

reduced with LN supply, whereas no significant decrease was observed in TR185. 

To determine whether the highly-branched root architecture of TR185 was shoot- or 

root-determined, we performed grafting experiments (Fig. II.3). Analysis of roots in the 

different grafting combinations revealed that the root architecture phenotype was graft 

transmissible from shoots (Fig. II.3A-C). The shoot leaf area was also most reduced in the 

combination with TR185 as scion (Fig. II.3D). 

Compared with WT, TR185 has reduced %shoot N and N-uptake efficiency 

Up to the 14-day stage, shoot N concentration (%ShootN) decreased continuously for both 

genotypes without significant difference between them (Fig. II.4A). From the 21-day stage 

onwards, %ShootN became significantly lower in TR185 than in WT, and the depressing 

effect of LN was significant for both genotypes. TR185 has lower %Shoot N than WT even 

when normalized to the SDW measures (Fig. II.S2). Few differences in root N concentration 

(%RootN) were significant between the two genotypes (Fig. II.4B). For both genotypes, 

%RootN decreased throughout the study period, and especially under LN supply. 
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Fig. II.5. Total amino acid content (A) and contents of seven amino acids in wild-type (WT) and mutant 
(TR185) shoot: Glutamate (B), Glutamine (C), Proline (D), Aspartate (E), Asparagine (F), Threonine (G), 
Lysine (H) 
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The N-uptake rate (NUR) was significantly lower in TR185 than in WT, as soon as the seven-

day stage and under both nitrate conditions (Fig. II.4C). For both genotypes, NUR decreased 

throughout the growth period and, at the 28-day stage, was significantly lower under LN 

supply. Concerning the amount of leaf area produced per N acquired by the roots (NLA), 

significantly higher values were observed for TR185 from the 21-day stage onwards (Fig. 

II.4D). From that stage, both genotypes had higher NLA values under LN than for HN supply. 

TR185 has lower ASN and GLN contents than WT 

The levels of the 20 standard amino acids synthesized by plants were measured at 14-day and 

21-day stages. No differences in total free amino acid or glutamate (GLU) content in shoots 

were observed between TR185 and the WT or between LN and HN supply at the 14-day 

stage, whereas differences none significant but similar to that observed in %ShootN appeared 

at the 21-day stage (Fig. II.5A,B). Six other amino acids did not show any significant 

variations at the two stages considered (Supplemental Fig. II.3B-E, H-J). In contrast, 

significant differences between the two genotypes in the contents of eight amino acids were 

observed as soon as the 14-day stage, with lower values for glutamine (GLN), proline (PRO), 

asparagine (ASN) and alanine (ALA) (Fig. II.5C,D,F; Supplemental Fig. II.3A), and higher 

values for threonine (THR), lysine (LYS), valine (VAL) and serine (SER), in TR185 

compared with WT (Fig. II.5G,H; Supplemental Fig. II.3B,F). For three amino acids, 

aspartate (ASP), SER and cysteine (CYS), a significant effect of N supply was observed (Fig. 

II.5E; Supplemental Fig. II.3F-G). 

A lower total free amino acid content was observed in the roots of TR185 when 

compared with WT roots (Fig. II.6A). However, no significant differences were observed 

between TR185 and the WT for their root levels of GLU and ASP, and for both genotypes, 

the level of these two amino acids was lower under LN than under HN supply (Fig. II.6B, E). 

By contrast, TR185 had a lower level of GLN and ASN, and no significant effect of N supply 

was observed for these two amino acids (Fig. II.6C, F). A genotype effect was also observed 

for PRO, THR and LYS, at least at the 14-day stage (Fig. II.6D, G, H). Arginine (ARG), 

histidine (HIS), isoleucine (ILE), SER, phenyalanine (PHE) and all the derivatives of 

pyruvate (ALA, VAL, LEU) did not show any significant variations (Supplemental Fig. II.4). 
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Fig. II.6. Total amino acid content (A) and contents of seven amino acids in wild-type (WT) and mutant 
(TR185) root: Glutamate (B), Glutamine (C), Proline (D), Aspartate (E), Asparagine (F), Threonine (G), Lysine 
(H) 
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Transcriptomic analysis 
Most of the genes were differentially expressed between TR185 and WT 

A global gene expression profiling of root cells using a microarray analysis was conducted on 

both the WT and TR185, under high and low nitrate concentrations. The transcriptomic 

analysis was performed on the 10-day stage, at which the two genotypes were significantly 

different for most of the traits related to the root architecture or plant growth. 

Significant hybridization in at least one root sample was found on 26754 probe sets 

among the 61278 tested (Filter based on signal values > 4). 586 of these transcripts were 

differentially expressed; among them, 475 were differentially expressed in response to 

genotype effect (G) independently of nitrate supply, 156 in response to nitrate effect (N) 

across both genotypes, and 20 in response to G x N effect (Fig. II.7A). Several of these genes 

were responsive to either two or three effects in common. 77 of the 168 transcripts responding 

to N or GxN effects were previously identified by Ruffel et al. (2008) to be regulated in wild-

type roots in response to either local nitrate starvation (65 transcripts) or to systemic signals 

related to the plant N status (20 transcripts), with 8 in response to both signals (Supplemental 

Table II.3). Fifty-six of the common transcripts previously found to be up-regulated in 

response to local nitrate starvation by Ruffel et al. (2008) were significantly up-regulated in 

LN compared with HN. Altogether, these results confirmed that our LN treatment resulted in 

N-limitation. 

Using the MapMan software, an overall comparison of the main metabolic pathways 

highlights differential gene expression between TR185 and WT in N acquisition and amino 

acid synthesis, cell wall and lipid metabolism, phenylpropanoid and flavonoid biosynthetic 

pathways (Fig. II.7B). 

Most of the genes involved in N acquisition and assimilation were up-regulated in TR185 

when compared with WT 

Among the annotated transcripts differentially expressed in roots between TR185 and WT, 23 

are involved in the N acquisition and assimilation pathway (Table II.1). One of the most up-

regulated transcripts in TR185 encodes a putative nitrate transporter of the NRT2 family 

(Table II.1). A transcript encoding a putative NRT1 Nitrate transporter and two transcripts 
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Fig. II.7. Comparisons of mutant (TR185) and wild-type (WT) transcriptomes. (A) Venn diagram of transcripts 
identified as differentially expressed in roots in response to genotype effect (G), to nitrate supply across both 
genotypes (N) or to genotype effect in a different way according to the nitrate supply (GxN interaction). (B) 
Overall picture of the gene expression changes in roots between TR185 and WT in the main metabolic 
pathways. This MapMan representation is based on annotations of Medicago_AFFY_09 M. truncatula. Only 
transcripts significantly differentially expressed are shown. Differential values are expressed in a log2 scale. 
Transcripts differentially expressed by more than the threshold value of 1 are shown in colour; red for up-
regulated and blue for down-regulated in TR185; in both cases with a colour scale representing the intensity of 
up- or down-regulation. Absent transcripts are shown in grey 
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encoding putative ammonium transporters of AMT1 and AMT2 family were also more highly 

expressed in TR185. Concerning the ammonium assimilation, a transcript encoding a 

glutamate synthase was up-regulated in TR185 under HN supply but down-regulated under 

LN supply. A transcript encoding a Pyrroline-5-carboxylate synthetase, which is involved in 

conversion of GLU to PRO, was down-regulated, in TR185 compared with WT, under HN 

supply and up-regulated under LN supply. A transcript encoding a glutamate dehydrogenase 

was more highly expressed in TR185 than in the WT irrespective of the nitrate supply. Two 

transcripts encoding an L-asparagine amidohydrolase involved in ASN degradation were up-

regulated in TR185 compared with WT, whereas the expression of a transcript encoding a 

Dihidropicolinate synthase involved in LYS synthesis was down-regulated.  

 A differential expression between TR185 and WT was also observed for genes 

involved in the synthesis of organic acids which are required for N assimilation. Transcripts 

involved in starch degradation were up-regulated in TR185 compared with WT, irrespective 

of the N supply for those encoding beta-amylase and starch phosphorylase, and under HN 

supply only for one encoding a Phosphoenolpyruvate carboxylase kinase. Differential 

expressions of transcripts encoding sugar transporters were observed also between TR185 and 

WT. 

Genes involved in cell wall and lipid metabolism were differentially expressed between 

TR185 and WT 

Twenty-four of the annotated transcripts differentially expressed between TR185 and WT 

were found to be involved in cell wall-modification or lipid metabolism (Fig. II.7B; Table 

II.2). Most of the transcripts encoding cell-wall modifying enzymes, like expansins, 

pectinesterases, and polygalacturonases were up-regulated in TR185. Other notable changes 

in TR185 concerned differential expression of transcripts encoding cell wall polysaccharide 

synthases, with down-regulation of a cellulose synthase and up-regulation of a callose 

synthase. Lastly, most of the transcripts encoding AGP cell wall or lipid binding proteins 

were down regulated in TR185. Concerning the lipid metabolism, the main changes in 

expression between TR185 and WT were the down-regulation of transcripts related to fatty 

acid elongation and lipid synthesis, and in the up-regulation of a transcript encoding a lipase. 
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Table II.1. Differentially accumulated transcripts between TR185 and wild type, annotated as related to N-
acquisition pathway 
 

Annotation MHN MLN WTHN WTLN Effect 

NRT2 Nitrate transporter 5.13 4.15 2.76 3.19 G 

NRT1 Nitrate transporter 7.10 6.97 6.19 5.81 G  

AMT1 transporter 7.78 8.54 6.75 7.43 G 

AMT2 transporter 7.60 7.11 5.89 5.21 G 

Ferredoxin-dependent glutamate synthase 4.53 3.60 3.58 4.55 GxN 

Pyrroline-5-carboxylate synthetase 8.80 9.58 9.83 8.66 GxN 

Glutamate deshydrogenase 11.81 12.07 11.04 10.90 G 

Putative L-asparagine amidohydrolase 14.05 13.66 12.57 12.76 G 

Putative L-asparagine amidohydrolase 12.92 12.80 11.40 11.72 G 

Dihydrodipicolinate synthase 3.27 4.48 6.19 6.77 G 

Proline transporter 9.30 9.68 10.30 10.63 G 

Lysine Histidine Transporter 8.03 8.52 6.77 6.99 G 

Amino acid transporter 5.82 6.28 4.74 5.43 G 

NRT1 Peptide transporter 9.21 9.63 8.22 8.62 G 

Proton-dependent oligopeptide transporter 5.15 4.42 3.92 3.50 G 

beta-amylase 7.24 7.39 6.25 6.30 G 

beta-amylase 6.87 7.13 5.82 5.73 G 

Starch phosphorylase 5.15 5.07 3.41 3.97 G 

Phosphoenolpyruvate carboxylase kinase 7.45 6.57 5.94 7.53 N* GxN 

Malate transporter 10.85 11.33 9.95 10.32 G 

Sugar transporter 5.47 4.89 4.10 5.24 G* 

Glucose transporter 7.65 8.58 8.97 9.37 G 

leghemoglobin MtLb1 6.51 6.64 6.04 4.37 G 

 

Average Affymetrix GeneChip normalized expression values across three biological replicates for the mutant 
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and low N conditions. G, N and GxN indicate transcripts responsive 
to genotype, nitrate and genotype x nitrate effect, respectively (adjusted P-values<0.05). G* indicates a 
transcript responsive to G effect only under HN condition. N* indicates a transcript responsive to N effect only 
for the wild type. G and G indicate up-regulation and down-regulation, respectively, in TR185 compared with 
the wild type 
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Table II.2. Differentially accumulated transcripts between TR185 and wild type, annotated as related to cell 
wall modification 

 

Target Identifier  Annotation MHN MLN WTHN WTLN Eff ect 

cell wall modifying enzymes 

Mtr.9830.1.s1_at Expansin 8.23 7.88 6.86 7.37 G 

Mtr.20107.1.s1_at Expansin-related protein precursor 8.04 7.73 9.31 8.87 G 

Mtr.22752.1.s1_s_at Expansin 9.64 9.93 8.82 8.74 G 

Mtr.4467.1.s1_at Pectinesterase 11.16 10.88 10.15 9.08 G 

Mtr.274.1.s1_at Pectinesterase  7.54 7.79 6.78 5.86 G 

Mtr.7581.1.s1_s_at Pectinesterase  9.13 8.88 8.36 7.33 G 

Mtr.41480.1.s1_at Polygalacturonase 6.65 7.55 5.86 6.33 G 

Mtr.4713.1.s1_at Lyase 5.39 5.93 4.75 4.51 G 

Mtr.39445.1.s1_at Polygalacturonase 6.93 8.04 8.13 8.79 G, N 

Mtr.43680.1.s1_at Dehydration-induced protein 7.07 8.07 8.41 8.78 G 

cell wall polysaccharides 

Mtr.28768.1.s1_at Cellulose synthase 6.46 6.83 7.56 8.00 G 

Mtr.17447.1.s1_at Callose synthase 5.47 5.42 3.69 4.81 G 

cell wall proteins AGPs 

Mtr.18563.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 6.88 7.55 7.98 8.56 G 

Mtr.51607.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 10.26 11.14 11.47 11.95 G 

Mtr.50900.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 8.82 9.53 9.79 10.46 G 

Mtr.10992.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 10.13 10.82 11.17 11.77 G 

Mtr.18380.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 9.05 9.69 10.05 10.76 G 

Mtr.50897.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 6.81 7.51 7.95 8.60 G 

Mtr.13136.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactan-protein 9.09 9.82 10.19 10.75 G 

Mtr.32740.1.S1_at Lipid binding protein 10.45 9.68 8.99 9.00 G 

Mtr.37476.1.S1_at Lipid binding protein 8.35 8.84 9.73 9.39 G 

Lipid metabolism 

Mtr.12519.1.s1_at beta-ketoacyl-CoA synthase 4.88 5.11 5.82 6.17 G 

Mtr.41116.1.s1_at Acyl carrier protein 3.59 3.66 5.08 4.68 G 

Mtr.12518.1.s1_at lipase  11.47 11.86 10.55 10.74 G 

 

Average Affymetrix GeneChip normalized expression values across three biological replicates for the mutant 
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and low N conditions. G and N indicate transcripts responsive to 
genotype and nitrate effect, respectively (adjusted P-values<0.05). G and G indicate up-regulation and down-
regulation, respectively, in TR185 compared with the wild type 
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Table II.3. Differentially accumulated transcripts between TR185 and wild type, annotated as related to 
phenylpropanoid pathway 

 

Annotation MHN ) MLN WTHN WTLN Effect 

Phenylalanine ammonia-lyase 10.39 11.19 9.46 10.18 G 

4-coumarate-CoA ligase 6.64 6.68 7.54 7.71 G 

Transferase family protein (HCT) 5.94 7.29 7.58 7.86 G 

Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 5.45 5.80 6.22 6.95 G 

Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 4.26 4.52 5.36 5.39 G 

Isoflavone-O- methyltransferase 9.49 9.80 10.44 10.79 G 

O-methyltransferase 3.21 3.42 3.97 4.75 G 

Chalcone synthase 5.01 4.81 4.15 3.22 G 

UDP-glucose flavonol 3-O-glucosyltransferase 7.81 7.03 6.09 5.46 G 

UDP-glucose flavonol 3-O-glucosyltransferase 6.46 6.06 5.32 5.25 G 

UDP-glucose flavonol 3-O-glucosyltransferase 6.15 5.29 4.89 3.97 G 

UDP-glucosyltransferase 6.82 6.33 4.94 5.39 G 

UDP-glucosyltransferase 8.45 7.81 7.37 6.82 G 

Transferase 7.77 7.10 6.61 6.35 G 

Transferase 6.94 6.37 5.83 5.23 G 

Transferase 8.30 8.92 7.19 7.58 G 

Flavonol synthase/flavanone 3-hydroxylase 11.62 11.40 10.88 10.21 G 

Flavonoid biosynthetic process DMR6  5.54 5.20 4.17 4.75 G 

Dihydroflavonol 4-reductase 7.99 8.72 8.97 7.72 GxN 

Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase 4.90 5.37 6.31 6.03 G 

Anthocyaninless2 transcription factor 7.83 6.97 6.29 5.95 G 

Anthocyaninless2 transcription factor 6.41 5.59 4.65 4.34 G 

Protein Transparent Testa 12   2.87 3.62 3.34 5.03 G, N 

 

Average Affymetrix GeneChip normalized expression values across three biological replicates for the mutant 
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and low N conditions. G and N indicate transcripts responsive to 
genotype and nitrate effect, respectively (adjusted P-values<0.05). G and G indicate up-regulation and down-
regulation, respectively, in TR185 compared with the wild type 
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Most of the genes involved in phenylpropanoid pathway were up-regulated in TR185 when 

compared with WT 

Twenty-three of the annotated transcripts differentially expressed between TR185 and WT 

were found to be involved in the phenylpropanoid and flavonoid pathways (Fig. II.7B; Table 

II.3). A large number of transcripts involved in lignin synthesis were repressed in TR185 

compared with WT, including those encoding HCT and Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase. 

Conversely, a transcript encoding a chalcone synthase, which is a crucial flavonoid 

biosynthesis enzyme, and numerous transcripts involved in the flavonol glycosides synthesis 

were up-regulated in TR185 compared with WT, independently of the nitrate supply. 

Varioustranscripts involved in the anthocyanin pathway were also differentially expressed 

between TR185 and WT; with up-regulation of the transcription factor ANL2 and down-

regulation of an Anthocyan-5-aromatic acyltransferase and a gene similar to tt12, both 

irrespective of the nitrate supply.  

Genes involved in hormone metabolism and transport were differentially expressed between 

TR185 and WT 

Twenty-three of the annotated transcripts differentially expressed between TR185 and WT 

were found to be involved in hormone metabolism or transport (Table II.4). The transcripts 

encoding auxin-induced or –binding proteins, among them an Indole-3-acetic acid amido 

synthetase and an auxin efflux transporter similar to AtPin5, were mostly down-regulated in 

TR185 compared with WT. A transcript encoding a homeobox transcription factor similar to 

the TF IFL of AtPIN1 was differentially expressed in response to G x N effect, with a lower 

expression in TR185 in response to LN only. Differential expression was also observed for 

various transcripts involved in the metabolism of cytokinin, with, in TR185 compared with 

WT, up-expression of a transcript involved in its degradation and down-expression of two 

transcripts possibly involved in its signalling. An up-regulation of a gene encoding an 

ethylene-responsive transcription factor and a down-regulation of transcripts involved in 

Gibberellin synthesis or signalling were also observed in TR185. Lastly, two main genes 

involved in Jasmonate metabolism were also differentially regulated between TR185 and WT, 

with down-regulation of transcripts encoding the lipoxygenase AtLOX1, and up-regulation of 

transcripts encoding the lipoxygenase AtLOX. 
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Table II.4. Differentially accumulated transcripts between TR185 and wild type, annotated as related to 
hormone metabolism and transport 

 

Annotation MHN MLN WTHN WTLN Effect 

Indole-3-acetic acid amido synthetase 6.63 5.73 5.19 5.07 G 

Indole-3-acetic acid-amido synthetase 2.57 2.57 3.62 3.42 G 

Auxin-induced protein 5NG4 4.41 4.76 5.43 6.51 G 

Auxin-binding protein ABP19b precursor 8.04 8.60 9.26 9.49 G 

Auxin:hydrogen symporter similar to AtPin5 2.08 2.16 3.04 3.39 G 

Transcription factor similar to IFL 4.89 4.11 3.55 4.68 GxN 

Transcription factor similar to AtHB2 5.79 4.88 4.58 3.96 G 

Cytokinin dehydrogenase 6.01 6.91 5.25 5.62 G 

Transcription factor similar to APRR2 4.20 4.16 5.07 5.90 G 

Oxygen transporter activity 6.63 8.34 8.39 9.12 G, N 

Ethylene-responsive transcription factor 7.53 6.65 6.08 5.89 G 

Gibberellin 20-oxidase 6.73 7.25 7.87 8.01 G 

Gibberellin 20 oxidase 1-B 6.50 6.78 7.65 7.78 G 

Gibberellin-regulated family protein 6.11 6.25 7.95 7.61 G 

Scarecrow transcription factor family protein 3.24 3.77 4.28 4.76 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX1 11.50 11.92 12.68 12.67 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX1 10.33 11.03 11.60 11.84 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX1 4.61 5.03 6.19 5.81 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX1 4.69 5.47 6.07 5.77 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX1 4.54 5.73 6.45 6.53 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX1 2.88 2.99 3.20 4.36 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX5 4.64 5.70 4.17 4.10 G 

Lipoxygenase similar to AtLOX5 5.60 4.73 4.34 3.97 G 

 

Average Affymetrix GeneChip normalized expression values across three biological replicates for the mutant 
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and low N conditions. G and N indicate transcripts responsive to 
genotype and nitrate effect, respectively (adjusted P-values<0.05). G and G indicate up-regulation and down-
regulation, respectively, in TR185 compared with the wild type 
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Discussion 
The size and architecture of the root system determine the surface area of exchange between 

roots and the soil medium, and both are known to adapt in response to fluctuations of nutrient 

availability. Among the key nutrients, NO3- is well known to markedly affect root system 

architecture. We report here a new highly branched M. truncatula mutant, TR185, which 

lacks the capacity to adapt root architecture to nitrate supply and shows an unexpectedly low 

nitrogen acquisition. TR185 was selected among various γ-ray mutants because of its highly-

branched root phenotype and expected enhanced nitrogen acquisition; its numerous young 

roots which have not yet developed strong lignin barriers were predicted to exploit more 

efficiently the soil for uptake of both water and nutrients (Steudle & Peterson, 1998; Naseer et 

al., 2012). However, our study demonstrated that TR185 displayed N-limited responses; 

under both LN and HN supply, TR185 was depressed in shoot and root dry weight, and had a 

preferential dry weight allocation to roots at the expense of shoots when compared with the 

WT. The sub-optimal N nutrition of TR185 became evident as the growth cycle progressed, 

as from the 21-day stage, TR185 had lower %ShootN than the WT at both nitrate conditions. 

Furthermore, its low N-uptake rate and high amount of leaf area produced per N acquired 

were both typical for plants under very low N status (Larigauderie et al., 1994; Moreau et al., 

2012). In Arabidopsis, root N uptake and architecture are both known to be regulated by 

external N supply and internal N demand. Based on these well-known responses in 

Arabidopsis, we investigated whether TR185 is impaired in either local acquisition/perception 

of nitrate availability or in systemic regulation by nitrogen status of the whole plant. 

Molecular studies in Arabidopsis have highlighted that nitrate per se is a signal leading 

to an up-regulation of N transporters and thus of N acquisition of plants which have been 

previously N-starved (Lejay et al., 1999; Wang et al., 2003; Scheible et al., 2004; Bi et al., 

2007). The localized stimulatory effect of external nitrate on lateral root (LR) elongation 

and/or emergence has also been thoroughly investigated (Zhang & Forde, 1998; Remans et 

al., 2006a; Krouk et al., 2010; Gojon et al., 2011). Nitrate has been demonstrated to be itself 

the signal for the stimulation of LR emergence (thus LR number) and elongation. This 

stimulation has been associated with an enhanced auxin accumulation in apex of root 

primordia in newly emerged LRs, and has been shown to involve both ANR1 and NRT1.1 

genes. In our study, microarray analysis revealed an up-regulation of various transcripts 

belonging to NO3- or NH4
+ transporters families in TR185 when compared with WT. Such up-
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regulation occurred irrespective of the N supply and could thus indicate a permanent local 

perception of high nitrate availability in the mutant. However, this up-regulation did not 

increase either root amino acid content or %RootN in TR185 compared with WT. 

Furthermore, no effect of nitrate supply on LR elongation or number was observed in TR185. 

Moreover, its highly-branched root architecture is not representative of plants impaired in 

local perception of nitrate; its reduced responsiveness differed from that observed in nrt1.1 

mutants or ANR1-repressed lines of Arabidopsis, in which LR number was never higher than 

in the wild type even under high nitrate availability. Taken together, these molecular and 

developmental responses of TR185 to N availability indicate that its highly-branched root 

system architecture is not mainly induced by an impaired local perception of nitrate 

availability. 

Besides the local stimulatory effect of nitrate, a feedback repression is known to be 

exerted by high N status of the whole plant which down-regulates high-affinity N 

transporters, whereas N-starvation results in the opposite response. Specific members of the 

NRT2 and AMT1 families in Arabidopsis and MtNRT2 genes in M. truncatula are known to 

be involved in this response (Loqué et al., 2006; Yuan et al., 2007; Ruffel et al., 2008; 

Okamoto et al., 2009; Girin et al., 2010). A systemic repression of LR development by the 

high N status of the plant has also been described in Arabidopsis. A nitrate-dependent 

signalling pathway controlling LR elongation has been described, in which nitrate supply 

above 10 mM blocks the elongation of LR post-emergence in response to a high shoot nitrate 

accumulation (Zhang et al., 1999; Zhang & Forde, 2000; Remans et al., 2006b). More 

recently, an additional signalling pathway has been pointed out, in which LR emergence is 

controlled by N assimilation products. According to Gifford et al. (2008), GLN is the 

predominant signal regulating repression of LR emergence, but an inhibition of root growth 

by ASN was also shown by Ivanov et al. (2012) and its possible role as an N-satiety signal 

suggested. In our study, molecular and developmental analyses converge to indicate that the 

mutant could perceive a permanent N-starvation signal, which induced modification of root N 

acquisition and architecture in it when compared with WT. Indeed, the up-regulation of root 

N transporters in TR185 compared with WT could be characteristic of the plant N-starvation 

status in the mutant. Importantly, the decreased GLN and ASN root content in TR185 

compared with WT could explain its highly-branched root architecture in agreement with 

Gifford et al. (2008) and Ivanov et al. (2012). Grafting experiments revealed that the highly-

branched root phenotype in TR185 was transmissible from shoots and not from roots 
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(Supplemental Fig. II.5), thus reinforcing the hypothesis of phloem transport of a signal in the 

mutant. As the GLN and ASN shoot contents were also lower in TR185 than in the WT, the 

signal could be the low GLN/ASN phloem content itself. That hypothesis does not exclude a 

possible higher degradation in roots of these two major N storage forms, as suggested by the 

observed differential expression of transcripts involved in ammonium assimilation. As such, 

the lower root content of GLN and ASN could be related to the up-regulation of a glutamate 

synthase and a putative L-asparagine amidohydrolase respectively in TR185 when compared 

with the WT. 

Additional analyses of expression of genes involved in cell wall modification, 

phenylpropanoid pathway and hormone transport confirmed that TR185 plants were under N-

starvation, and provided further explanation of their root architecture. Most of the genes 

involved in cell wall degradation were up-regulated in the TR185 compared with WT, 

whereas those involved in cell wall synthesis were down-regulated. Such modifications have 

been previously observed for L. japonicus in N-starvation conditions (Omrane et al., 2009). 

Most of the transcripts encoding AGP cell wall proteins were down regulated in TR185, in 

agreement with the reduced root elongation observed in Arabidopsis AGP-defective mutants 

(van Hengel & Roberts, 2002; Shi et al., 2003; Seifert & Roberts, 2007). Widespread 

differential expression of transcripts for the phenylpropanoid pathway was also observed 

between the two genotypes. The phenylpropanoid pathway serves as a rich source of 

metabolites in plants, being required for the biosynthesis of both lignin and many other 

important compounds such as the flavonoids (Fraser & Chapple, 2011). A large number of 

genes involved in lignin synthesis were repressed in TR185, whereas transcripts encoding a 

chalcone synthase or involved in flavonol glycoside synthesis were up-regulated. The slightly 

lower root lignin content observed in TR185 compared with WT was in agreement with these 

results (Fig. II. S6). The higher expression in TR185 of genes involved in flavonoid synthesis 

support the hypothesis that the mutant was under permanent N-starved conditions, in 

agreement with previous observations in L. japonicus roots (Omrane et al., 2009). Flavonoid 

accumulation is known to decrease polar auxin transport, inducing a deregulation of LR 

elongation and thus short root architecture (Peer et al., 2004; Peer & Murphy, 2007; Laffont 

et al., 2010). Interestingly, most of the transcripts encoding auxin-induced or –binding 

proteins or related to the auxin efflux transporters PIN were down-regulated in TR185 when 

compared with WT, suggesting a decreased root auxin accumulation or transport. 

Differentially expressed genes between TR185 and WT related to other hormones could also 
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explain TR185 root architecture; in particular the up-regulation of a transcript involved in 

cytokinin degradation, and thus in enhanced LR initiation (Laplaze et al., 2007), and the 

down-regulation of transcripts involved in GA synthesis, which depressed root elongation 

(Beemster & Baskin, 2000; Achard et al., 2003; Benkova & Hejatko, 2009). 

In conclusion, the mutant TR185 displayed highly-branched root architecture and 

impaired N acquisition, both irrespective of the nitrate supply. Physiological and 

developmental analyses of its responses to N supply suggested that the root architecture of 

TR185 results from a systemic regulation by the plant nitrogen status, possibly involving 

GLN or ASN signals. Altered expression of genes of the phenylpropanoid pathway could also 

explain its root architecture. Further studies are needed both to determine in which gene the 

mutation occurred and fully understand the TR185 phenotype under conditions when it is 

relying exclusively on symbiotic N fixation for its N acquisition. Such results will identify the 

genes and physiological mechanisms that regulate legume root architecture and activity as a 

function of plant N status, and give new targets for legume breeding. 
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CHAPITRE III  : VARIABILITÉ GÉNÉTIQUE DU CHOIX 

ENTRE PARTENAIRES SYMBIOTIQUES POIS ET 

RHIZOBIUM  

1. Introduction au chapitre III 

Le levier de l’amélioration de l’acquisition d’N chez le pois via une amélioration de sa 

symbiose avec les bactéries de type Rhizobium leguminosarum sv. viciae (Rlv) a été abordé 

par l’étude de la diversité des choix entre ces deux partenaires symbiotiques et de la 

variabilité des associations entre pois et Rlv pour leur capacité à former des nodosités et leur 

efficience à fixer l’N atmosphérique. Hormis le cas de spécificité d’hôte mis en évidence à la 

fin des années 1970 entre des pois principalement originaires d’Afghanistan et des souches 

originaires du Moyen-Orient (Lie, 1978; Young & Matthews, 1982), très peu de choses 

étaient connues concernant la diversité des choix entre partenaires. Les objectifs de cette 

étude relatifs à l’étude de cette diversité étaient de vérifier i) si la plante peut exercer un 

contrôle sur ses partenaires symbiotiques; ii) si ce choix peut être basé sur l’efficience 

d’acquisition d’N obtenue avec les Rlv choisies ; iii) si ces choix ont pu être modifiés lors de 

la domestication de l’espèce associée à sa migration géographique ou lors des processus de 

création variétale plus récents. 

Cette étude de diversité a été réalisée sur une collection de 104 accessions de pois 

inoculée par un mélange de cinq souches de Rlv. La collection des accessions de pois a été 

constituée comme comprenant principalement la « core » collection créée dans l’Unité, à 

laquelle nous avons ajouté différentes accessions connues pour leur spécificité d’hôte ou pour 

la variabilité, mise en évidence précédemment, de leur développement racinaire ou nodulaire. 

Le « core » collection avait été définie comme représentative de la diversité au sein du genre 

Pisum évaluée sur la base de l’étude de 28 marqueurs microsattelites et de connaissance sur 

les origines géographiques des accessions. Néanmoins, un certain nombre de données 

« passeport » relatives aux statuts et usages de ces accessions étaient manquantes ; nous avons 

complété ces données à partir d’un travail bibliographe ou d’enquête auprès de sélectionneurs. 

Les 5 souches de Rlv ont été choisies par notre collègue microbiologiste, Gisèle Laguerre, 

pour leur diversité de type de gène nodD et, quand elles avaient été évaluées (en comparaison 
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avec une souche de référence et sur un faible nombre de génotypes de pois), pour leur 

diversité d’efficience ou de compétitivité. 

Des mesures, identiques à celles utilisées dans les deux chapitres précédents et 

décrivant les structures d’acquisition de l’N, leur fonctionnement et la croissance des plantes, 

ont été réalisées sur l’ensemble de la collection de pois inoculée par le mélange des 5 souches 

de Rlv. Une large gamme de variation de biomasse aérienne a été observée entre les 

différentes accessions, en corrélation hautement significative et positive avec la biomasse des 

nodosités. Cette corrélation a été observée quelle que soit l’origine géographique ou la 

diversité d’usage des génotypes de pois, révélant une faible variabilité génétique pour la 

relation qui relie croissance de la plante et sa demande en N. Une forte variabilité pour le 

nombre de nodosités a aussi été observée entre les accessions de pois, mais sa corrélation avec 

la biomasse aérienne était moins significative que celle obtenue pour la biomasse des 

nodosités. 

En complément, les compositions des populations de Rlv associées à chacune des 

accessions de pois ont été déterminées à Montpellier au LSTM sur un échantillon 

représentatif de 60 nodules par accession. Il a ainsi été mis en évidence que la composition 

des populations de Rlv associées varie selon le génotype de pois et plus globalement entre les 

groupes de structuration génétique de la collection de pois. Ainsi une plus grande diversité de 

choix a été observée chez les accessions sauvages ou appartenant aux premières espèces 

domestiquées en comparaison avec les cultivars plus récents. Ces différences pourraient 

témoigner de changements dans le choix du partenaire symbiotique lors de la domestication et 

de la sélection. Les expérimentations complémentaires réalisée en mono-inoculation sur un 

sous-ensemble de 18 accessions de pois ont montré que i) l'efficacité de la fixation de l'azote 

n’est néanmoins pas un déterminant majeur du choix par les génotypes de pois de leur 

partenaire symbiotique; ii) la compétitivité en mono-inoculation d’une souche n’est pas un 

bon indicateur de sa capacité à noduler un pois lorsqu’elle est en mélange avec d’autres 

souches. Ces travaux ont donc montré l’importance de la diversité du choix entre partenaires 

symbiotiques et l’existence d’un contrôle génétique de ce caractère; sa prise en compte dans 

les programmes de sélection à venir nécessitera une meilleure connaissance de ses 

déterminants génétiques. 

Ce travail est présenté sous forme d’un article prévu pour soumission à la revue New 

phytologist. 
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Abstract 
Research conducted, including the rationale 

In the field, peas are nodulated by indigenous Rhizobium leguminosarum sv. viciae (Rlv) 

diverse strains varying in their competitiveness for nodulation and efficiency of nitrogen 

fixation. Even several cases of pea-Rlv specificity were evidenced in the past, the genetic 

diversity for pea-Rlv partner choice is not fully known. 

Methods 

The variability of pea-Rlv partner choice was investigated within a 104-pea collection 

representative of the variability encountered in the genus Pisum, co-inoculated with a mixture 

of five diverse Rlv strains. Additional single-inoculated experiments estimated the 

competitiveness for nodulation and nitrogen fixation efficiency conferred by each Rlv strain 

to 18 contrasted pea accessions. 

Key results 

Differences in Rlv choice were observed between the different pea genetic groups identified, 

revealing changes in partner choice during domestication and breeding selection. Differences 

in competitiveness for nodulation in multi-inoculation were found between the five strains 

without correlation with competitiveness for nodulation or nitrogen fixation efficiency 

obtained in mono-inoculation. 

Main conclusion, including key points of discussion 

The results show that nitrogen fixation efficiency is not a major determinant of pea-Rlv 

partner choice and that mono-inoculation experiments fail to determine the strain ability to 

compete with other strains in a mixture. A successful inoculant must not only provide 

enhanced symbiotic nitrogen fixation but be competitive for nodulation in the presence of a 

large population of indigenous rhizobia. 

 

Keywords: Pisum sativum, Rhizobium leguminosarum sbv. viciae, pea-rhizobium symbiosis, 

genetic diversity, competitiveness for nodulation, nitrogen fixation efficiency, partner choice, 

breeding selection 
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Introduction 
Legumes have a key role as a sustainable source of protein in both human and animal diets. 

Thanks to their ability to establish a beneficial symbiotic interaction with the nitrogen-fixing 

bacteria called rhizobia, legumes do not require nitrogen fertiliser which is a major source of 

greenhouse gases and energy consumption (Jensen & Hauggaard-Nielsen, 2003; Galloway et 

al., 2008). The biological nitrogen fixation (BNF) obtained from grain legume crops (pulses 

and oilseed legumes) represents a quarter of the annual N applied to arable lands as chemical 

fertilizers (Herridge et al., 2008). Grain legume crops are also a high valuable source of 

protein (115 million t of protein per year in the world) (Duc et al., 2015). Despite these 

benefits, grain legumes are under-cultivated in many agricultural systems, as they suffer from 

low productivity and yield instability, in comparison to cereals, whose productivity is 

governed by the use of low cost fertilizers. With a surface less than 2% in grain legumes, 

Europe has to import about 70% of its plant proteins. Therefore, improving the productivity 

and stability of grain legumes are major objectives to extend their cultivation. 

 Pea (Pisum sativum L.) is one of the first domesticated crops, together with other 

legumes and cereals which formed important dietary component of early civilizations in 

Middle East and Mediterranean (Zohary, Daniel & Hopf, Maria, 1973; Cousin, 1997). 

Archaeological evidence dates the appearance of pea in farming villages back to the early 

Neolithic phase (7000 to 6000 B.C.) in the area of the Fertile Crescent through Israel, south-

eastern Turkey and Iraq (Zohary, Daniel & Hopf, Maria, 1973). Pea genetic diversity later 

spreads to western Turkey, Greece and Bulgaria, and eastwards to the Caucasus, Iran and 

Afghanistan (Zohary, Daniel & Hopf, Maria, 1973; Smykal et al., 2011). Finally, cultivated 

peas were found at the Bronze Age all over Europe (Fourmont, 1956; Zohary, Daniel & Hopf, 

Maria, 1973; Cousin, 1997). In parallel, pea cultivation moved eastward to India, where the 

earliest references are found in c. 200 B.C., and to China (Chimwamurombe & Khulbe, 2011; 

Smykal et al., 2015). The wild relatives of pea contain both the species P. fulvum found in the 

Fertile Crescent and the P. sativum subsp. elatius which is distributed widely across the 

Mediterranean basin from Spain to the Middle East. Cultivated pea is dominated by P. 

sativum subsp. sativum whereas the less abundant P. sativum subsp. abyssinicum from Yemen 

and Ethiopia is considered as an independently derived cultivated type (Vershinin et al., 2003; 

Jing et al., 2010; Smykal et al., 2011). 

Pea is nodulated by Rhizobium leguminosarum symbiovar viciae (Rlv) bacteria. The 

term ‘symbiovar’ (previously “biovar”) refers to the ability of rhizobia to establish symbiosis 
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with specific legumes (Rogel et al., 2011). Within the Rlv biovar, variation in sequences of 

symbiotic genes has been described, suggesting variation in their nodulation abilities and 

partner choice (Laguerre et al., 2001; Kumar et al., 2015; Peix et al., 2015). Indeed, although 

Rlv has long been regarded as able to nodulate all the species of the legume tribe Vicieae, 

differences in symbiotic host range have been described between Rlv strains (Laguerre et al., 

2003; Mutch & Young, 2004). Variation of Rlv host specificity within the Pisum genus is one 

of the earliest reported cases of host-controlled nodulation restriction. Some cultivated peas 

from Afghanistan were identified as resistant to nodulation by European Rlv strains and as 

requiring specific Rlv strains found in Israel, Turkey or Afghanistan, whereas European pea 

cultivars were nodulated by both types of strains (Lie, 1978; Young & Matthews, 1982). The 

genes SYM2 in the plant and nodX in the rhizobium confer this specificity (Holl, 1975; Davis 

et al., 1988). Several examples of specificity for particular strains have also been obtained in 

pea after mutagenesis (Sagan et al., 1993a; LaRue et al., 1996). More generally, variations in 

nod genes which lead to variations in the structure and level of production of the symbiotic 

signals Nod factors, together with variations in the legume genes encoding lysine motif 

receptor like kinases (LysM-RLKs) which are required for Nod factors perception, are 

associated to the specificity of legume-rhizobia association (Spaink et al., 1991; Denarie et 

al., 1992; Walker et al., 2000; D'Haeze & Holsters, 2002). In addition to the Nod factor-

mediated signalling, other mechanisms – among them those involving the rhizobial cell 

surface polysaccharides and secreted proteins – required to initiate legume infection (Masson-

Boivin et al., 2009; Downie, 2010). To our knowledge, these mechanisms have not yet been 

investigated in the pea-rlv symbiosis. 

 In the complex environment of the soil, legume roots are exposed to heterogeneous 

rhizobial populations, with strains varying in symbiotic performance (Denison, 2000; 

Laguerre et al., 2003; Sachs et al., 2009; Rahi et al., 2012). The nodulation process has a high 

metabolic cost for both rhizobial and plant partners (Phillips, 1980; Schulze et al., 1999; 

Trainer & Charles, 2006; Voisin et al., 2007). The co-evolution between legumes and 

symbiotic bacteria is generally assumed to be highly dependent on both the photosynthetic 

performance of the plant and nitrogen fixation efficiency of the symbiont. Legumes can 

monitor and respond to the nitrogen-fixing performance of symbiotic bacteria, promoting the 

high- and excluding or punishing the low-efficient strains; for reviews see (Simms & Taylor, 

2002; Oono et al., 2011). However, poorly-fixing rhizobial strains can also gain advantage 

over beneficial strains and offers no growth benefit to their plant host (Sachs et al., 2010). 

Domesticated crops such as pea and faba bean crops tend to have fewer compatible symbionts 
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than their wild relatives (Mutch & Young, 2004). In soybean, a less ability was observed for 

modern as compared to older cultivars to establish beneficial associations with rhizobia, 

which may be explained by decrease in genetic diversity and breeding in high-N soils (Kiers 

et al., 2007). Such a constraint can led to low yield in soils where the beneficial strains are 

unavailable for modern cultivars. There is a general agreement concerning the interest of 

rhizobial inoculation for improving BNF and thus pea yield (Bremer et al., 1988; Fesenko et 

al., 1995; McKenzie et al., 2001). However, even when pea seeds are inoculated with 

efficient Rlv strains these can be outcompeted by naturally occurring rhizobia (Meade et al., 

1985), indicating that competitiveness for nodulation could not be related to efficiency. 

The genetic basis of pea-Rlv partner choice is far to be fully understood, particularly 

when roots are exposed to a mixture of compatible Rlv strains, which is the case in field 

conditions. This study investigates the variability in partner choice in pea-Rlv symbiosis. A 

pea core-collection representative of the genetic and biogeographic diversity encountered 

within the genus Pisum was inoculated with a mixture of five diverse compatible Rlv strains. 

Differences in Rlv choice according to the pea diversity and selection history are evidenced. 

Relationship between nodulation competitiveness and nitrogen fixation efficiency is 

evaluated. Consequences for breeding and inoculation strategies to improve symbiotic traits in 

pea crop are discussed. 

Materials and methods 
Biological material 

104 Pisum accessions were selected among the reference pea collection available at INRA 

Dijon (http://www.thelegumeportal.net/) according to their known genetic or origin diversity 

and to their variability of agronomic traits such as their cultivation status, end use and type of 

sowing (Burstin et al., 2015). This collection of 104 accessions includes 12 wild or semi-wild 

genotypes, 36 landraces, 12 inbred lines or germplasm, and 44 cultivars (Supplemental Table 

III.1). Accessions are originating from 36 countries including representatives of the centres of 

pea genetic diversity and initial domestication (Middle East, Abyssinia, Afghanistan) and of 

its extension throughout the world in Africa, Asia, Europe and America. Among the wild, 

semi-wild or landraces genotypes, two are Pisum fulvum accessions and nine accessions are 

identified as belonging to the subspecies abyssinicum, elatius or humile. The 44 cultivars 

consisted a representative panel of the selection performed towards nowadays. 

The five Rlv strains selected have been identified as nodulating pea in previous 

experiments (Supplemental Table III.2) and have diverse geographical origins. They included 
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the reference strain 3841 (SK) originated from England (Brewin et al., 1980), two strains 

originated from France (SA and SD), a strain collected in Algeria (SE) and the TOM strain 

originated from Turkey and well-known to be required by some Afghan peas (SF) (Lie, 1978; 

Brewin et al., 1980; Young et al., 1982). 

Pea collection genetic structure analyses 

The 104 pea accessions were genotyped in 2015 using the GenoPea 13.2 K SNP Array (Tayeh 

et al., 2015). A filtering was performed to exclude highly heterozygous SNPs -which are 

unexpected given the high selfing rate in pea- and SNPs with minor allele frequency lower 

than 0.02. Following these steps, a set of 11,218 markers were used for population structure 

analyses. The genetic structure of the sample was investigated using two methods: (1) a 

model-based Bayesian clustering assignment algorithm implemented in the software 

fastSTRUCTURE (Raj et al., 2014) and (2) a discriminant analysis of principal components – 

DAPC – a multivariate method which employs PCA to reduce the number of correlated 

variables (SNP markers) to be analyzed using a discriminant analysis implemented in the R 

package Adegenet (Jombart et al., 2010). The fastSTRUCTURE analysis was run for a 

number of clusters (K) ranging from 1 to 20 with 5 replicates per K value and using the 

‘simple prior’ option (Supplemental Fig. III.1). To evaluate the repeatability of runs and 

check for the absence of true multimodality the program CLUMPP v.1.1.2 was run using the 

Greedy algorithm (Jakobsson & Rosenberg, 2007). The putative number of optimal of clusters 

was assessed from the likelihood profile and admixture plots were performed using a custom 

python script. The second method, DAPC, was run without prior knowledge of groups. The 

optimal number of clusters was thus assessed through sequential K-means and model 

selection using Bayesian Information Criterion. The number of principal components was 

determined to be 2 through maximization of the α-score measuring the difference between the 

proportion of successful reassignment of the analysis and values obtained using random 

groups. 

Phenotyping 

In all experiments, plants were grown in greenhouse in controlled temperature (21°C/16°C) in 

a 16-h day-night cycle and under a mean photosynthetically active radiation (PAR) of 250 

µmol photons m-2 s-1 guaranteed by high-pressure sodium lamps when daylight was declining. 

Prior to sowing, the seeds of the P. fulvum and some P. sativum subsp. elatius or humile 

accessions were scarified, and seeds of all the accessions sterilized in 10% bleach for 10 
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minutes and five-time rinsed in sterile water. The 2-L sterilized pots were filled with a 1:1 

(v/v) mixture of sterilized atapulgite and clay balls (2–6 mm diameter) and were top-watered 

(reverse osmosis water) from one day until eight days after sowing. 

In a first experiment (E1), the 104 pea accessions of the pea collection were assessed 

for their ability to form nodules and for their partner choice among the five selected Rlv 

strains, using a three-block design, with two pots per accession in each block and three seeds 

sown per pot. At sowing, each seed was inoculated with 1 mL (∼108 cfu) of rhizobium 

inoculum, comprised of an equal proportion of the five Rlv strains. Eight days after sowing, 

two of the three plantlets were kept per pot and supplied trough sterilized drippers with a low 

nitrate content (0.625 mM) nutrient solution in order to prevent from strong N limitation 

without impairing nodulation as already observed in Medicago truncatula (Moreau et al., 

2008) or in pea with a slightly higher nitrate content (Bourion et al., 2010). Four weeks after 

sowing, all the 1,248 plants kept were harvested. For each accession, all nodules formed on 

roots were counted on one plant of one pot of each block and their total dry weight 

determined. On the two plants on the pot, the aerial part oven-dried and weighted. Rhizobia 

were isolated for each accession from a sample of 60 nodules collected haphazardly on the 

plants of the other pot of the block. After nodule surface sterilization, each nodule was 

crushed and undifferentiated bacteria present inside cultivated on YM agar plates. Bacterial 

identities of individual nodules were determined either by assaying antibiotic resistance on 

YM medium or by PCR amplification using specific primers (Tables S2 & S3). Very few 

mixed nodules were found (<1%; data not shown). Frequencies of nodules containing each 

strain were then calculated for each pea genotype, allowing estimation of the competitiveness 

of the strains. 

In a second experiment (E2), the nodulation ability and efficiency of each of the five 

Rlv strains involved in E1 was assessed in a subset of 18 pea accessions selected among the 

104. The 18 accessions were mono-inoculated with each of the five Rlv strains. Each mono-

inoculation test was performed in one assigned bank not adjacent to the others, in order to 

prevent contamination. For each strain, a four-block randomised design was used with one pot 

per accession in each block and four seeds sown per pot. As a control, all the 18 pea 

accessions were grown in one another bank without any inoculation (NI). At sowing, each 

seed was inoculated with a 1 mL cell suspension of one of the five Rlv strains (∼107 cfu). 

Eight days after sowing, two of the four plantlets per pot were then harvested and the absence 

of nodules confirmed in the NI bank. The remaining plants were supplied with a nutrient  
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Fig. III.1.  Genetic structure of the pea collection using the DAPC method 

Fig. III.2 . nodD molecular phylogenetic analysis by Maximum Likelihood method of Rlv sequences available 
in GenBank. The evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the 
Tamura-Nei model using MEGA7 software (Kumar et al., 2016) 
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solution without any N. Five weeks after sowing, 695 plants were harvested. For each pea 

accession, all the nodules formed on two plants were counted, and a sample of 16 nodules was 

collected over the four blocks. Nodule identities were checked using the same methods as in 

E1. The very few cross-contaminated plants were discarded. The aerial dry weight of the 689 

remaining plants was determined. In such conditions of no N supply, symbiotic N acquisition 

was the main limiting factor for plant growth and the shoot biomass determined for each pea-

Rlv association representative of its nitrogen fixation efficiency (Laguerre et al., 2012). A 

shoot dry matter index was calculated for each pea accession x Rlv strain association as the 

shoot dry matter of the pea accession inoculated with the strain divided by the pea accession 

mean (Heath & Tiffin, 2009). A nodulation index was similarly calculated as the nodule 

number of a pea accession inoculated with a strain divided by the pea accession mean. 

Statistical analysis of phenotypic data 

Each phenotypic variable was analysed by a two-way ANOVA using a linear model (R 

function lm) including a genotype and a block effects. Normality of the residuals of the 

model, as well as independence and homogeneity of their variance were checked. Regression 

analysis was performed between shoot biomass and nodule biomass or number. Analysis of 

covariance (ANCOVA) was then performed to test if either the intercept or the slope of the 

relationship between these variables was depending on the level of each of the categorical 

variables describing the collection. 

Results 
Genetic structure of the pea collection 

Two complementary methods were used to assess the population genetic structure of the 

collection of 104 Pisum accessions. The DAPC analysis uncovered three genetic groups (Fig. 

III.1). D1 was named ‘Wild group’ as it comprised nine of the 12 wild or semi-wild 

accessions plus 12 landraces (Supplemental Table III.1). The ‘Spring group’ D2 comprised 64 

accessions among them all the accessions of known spring sowing type. The ‘Winter group’ 

(D3) comprised 18 genotypes among which 16 were of winter type. The two accessions of 

unknown sowing type were both sampled at an altitude of more than 2000 metres (JI1844 and 

JI1431, JIC Pisum Collection database, https://www.seedstor.ac.uk), confirming that the D3 

group was characterized by cold tolerance. Only four accessions displayed ambiguous 

position between D2 and D3: two winter peas (’Hativer’ and ‘Cheyenne’), plus ‘Pisum 

sativum-Hibernicum JI1846’ and ‘Capsicum’ respectively from Egypt and Azerbaidjan. 
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Fig. III.3 . Relationship between shoot dry matter and nodule dry matter (a) or nodule number per plant (b), for 
104 pea accessions multi-inoculated with a mixture of five Rlv strains (E1 experiment) 

Fig. III.4 . Strain frequencies in the nodules of 104 pea accessions multi-inoculated with a mixture of five Rlv 
strains (E1 experiment) 

 

(a)                                                                (b) 
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The fastSTRUCTURE analysis identified ten different clusters which interestingly were 

found to subdivide the three DAPC groups (Supplemental Fig. III.2). 

Thanks to a careful examination of the 70 accessions with membership probabilities 

higher than 80%, cluster assignations were found to correlate with species affiliation or 

geographic origin and breeding history (Supplemental Table III.1). Within D1, K01 was 

composed of the two P. sativum subsp. abyssinicum and of five wild accessions originating 

from the Middle East: the two P. fulvum, two P. sativum subsp. elatius and JI1794 identified 

as belonging to subsp. either humile (LaRue & Weeden, 1992; Ellis et al., 1998) or elatius 

(Weeden et al., 2002; Bogdanova et al., 2014). K02 included three of the four accessions 

collected in Afghanistan, the second P. sativum subsp. humile and all the three accessions 

from Nepal or India. K03 consisted of three P. sativum from Abyssinia (Ethiopia, Sudan) or 

Lybia. Within the D2 ‘Spring group’, K04 was the ‘North-eastern European garden pea 

group’ as it gathered almost all the old landraces from Baltic States, Ukraine and Russia, plus 

the old garden pea ‘Torsdag’ released in Sweden in 1925 and three garden or fodder cultivars 

from Germany including ‘Hohenheimer Pink Flowered’. K05, the ‘French garden pea group’, 

included five old cultivars created in France, especially the mangetout ‘Corne de Bélier’ and 

the garden pea ‘Serpette d’Auvergne’ which were first mentioned respectively in 1818 and 

1829 (Fourmont, 1956). K06 gathered most of the English garden peas of the collection, 

among them two of the oldest, ‘Téléphone à rames’ (1878) and ‘Petit provencal’ (1910), and 

also breeding lines created in the United States at the end of the 20th century. K07 included 

two Dutch accessions created in the 1950s and a P. sativum subsp. elatius (JI1703) whom 

origin is unknown. K08 gathered most of the French spring dry pea cultivars of the collection 

including Baccara which was the most cultivated during the 1990s (Cousin, 1997). Within the 

D3 group, K09 gathered winter European fodder peas and two winter cultivars created in the 

United States at the end of the 1970’s, whereas K10 gathered all the French winter dry peas of 

the collection including ‘Frisson’ (1979). 

Genetic diversity of the five Rlv strains 

The five strains have various geographical origins: SA and SD are from France, SE is the 

reference strain 3841 from England, SF is from Algeria, and SF is the TOM strain from 

Turkey known as required for Afghan peas. The genetic diversity of the strains was 

ascertained by phylogeny analyses made on the basis of symbiotic nodD markers and showed 

that these five Rlv strains are representative of a large diversity among the symbiovar viciae 

(Fig. III.2).  
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Fig. III.5 . Strain frequencies in the nodules of (a) the 104 pea accessions according to their membership to 
DAPC groups (E1 experiment), (b) the 17 pea accessions belonging to D1 according to their membership to 
kluster groups (E1 experiment). + indicates the mean frequency for each of the five strain. All outliers are 
identified by accession numbers. Colour indicates DAPC group affiliation: violet for D, green for D2 and brown 
for D3 

a

b
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Natural variability of pea nodulation and pea-Rlv partner choice 
Significant variations in nodule biomass and number were observed between the 104 pea 

accessions when co-inoculated with an equal mixture of the five Rlv strains (E1 experiment; 

Supplemental Table III.4). Both nodule biomass and number were found to be positively and 

significantly correlated with shoot biomass (Fig. III.3). In both relationships there were no 

significant differences according to the status of the pea accessions i.e. between wild, 

landraces, germplasm, breeding lines or cultivars (Supplemental Table III.5). However, the 

lowest biomasses or nodule number were observed mainly in wild accessions or for few 

cultivars, whereas the highest ones were obtained by landraces or other cultivars. Within the 

‘Wild group’ D1, biomasses and nodule number were lower in the five wild accessions 

clustered in K01 (P. fulvum or P. sativum sbsp. humile or elatius) than in the two P. s. 

abyssinicum and all the members of K02 or K03 (Supplemental Fig. III.3). Similarly, fodder 

and dry winter pea cultivars (K09 and K10) and spring dry pea cultivars (K08) had lower 

biomasses and nodule number than the garden peas created in North-eastern Europe and 

France (K04, K05, K07) (Supplemental Fig. III.4).  

A large variability of the relative frequencies of the five Rlv strains was observed in 

the nodules of the 104 pea accessions (Fig. III.4). With a mean frequency value of 67% 

among all the 104 accessions, SA was the more competitive strain, far ahead from SD (14%), 

SK (13%), SF (5%) and SE (2%) (Supplemental Fig. III.5). However, variations between pea 

accessions were found around these mean values and differences were observed according to 

their membership to DAPC groups (Fig. III.5a; Supplemental Table III.6). The relative 

frequency of SA was much more diverse in D1 than in D2 or D3 in which it was always 

higher than 40%. Conversely, SF was detected in none of the members of D2 or D3 except 

R038 (“Capsicum”) but in members of D1 with a frequency up to 97%. The maximum SK 

relative frequency was lower in D2 and D3 than in D1. We also observed differences between 

the three clusters which subdivided the D1 group (Fig. III.5b; Supplemental Table III.6). In 

K01, very few accessions had a strain preference (i.e. frequency higher than 80%). In K02, 

the relative frequencies of SA and SF were highly variable, with a strain preference either for 

SA or SF. In K03 all the accessions had a SA relative frequency in nodules higher than 91% 

and none was nodulated by SF. 
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Fig. III.6 . Shoot dry matter of 18 pea accessions with each of the five Rlv strains in mono-inoculation (E2 
experiment) 
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Correlation between partner choice and efficiency 
To investigate whether competiveness for nodulation was related with nitrogen fixation 

efficiency, 18 pea accessions were inoculated separately with each of the five Rlv strains (E2 

experiment). The 18 accessions were selected from the E1 experiment as displaying 

contrasted partner choice (Supplemental Fig. III.6). They belonged either to the D1 or the D2 

group and were representative of the shoot and nodule biomass variations encountered within 

the pea collection. 

 Both pea genotype and inoculated strain were found to have a significant effect on the 

shoot biomass of the 90 pea-Rlv associations and the interaction between the two factors was 

significant (Fig. III.6; Supplemental Table III.7). An overall trend of variation of shoot 

biomass was observed between the 18 pea accessions and comparison with the data obtained 

in E1 suggested that this variation was related to their growth potential. Indeed the mean 

values of shoot biomass obtained for the 18 pea accessions over the five Rlv strains in E2 

were significantly correlated to those obtained in E1 (r² = 0.51; p=0.000531; Supplemental 

Fig. III.7a). Overall differences in the shoot biomass produced were also observed according 

to the Rlv strain associated: SF, SD and in a less extend SA displayed higher efficiencies than 

SK in nearly all the pea accessions and SE in all cases (Fig. III.6). However, the most 

efficient strain varied according to the pea accession. SF was the most efficient for four pea 

accessions belonging to D1 – two members of K01 (the two P. s. abyssinicum: R013, R037) 

and two members of K02 (R069 from Israël, R098 from Afghanistan) - and in a less extend 

for two accessions of D2 (R038, R051) (Fig. III.6). SD was the most efficient for three 

accessions belonging to D1 (K02: R029, R036; NA: R035) and one from D2 (R031), and SA 

for the two tested accessions belonging to K04 (R046, R043) (Fig. III.6). The increase in the 

mean shoot biomass within the 18 pea accessions over the five strains was also correlated to 

the increase in their mean nodule number (r²=0.62; p=6.541e-05; Supplemental Fig. III.7b), in 

agreement with the positive and significant relationship observed between shoot and nodule 

biomass in E1. However, high differences in the nodulation of pea accessions according to the 

Rlv strain inoculated were observed (Supplemental Fig. III.8). As for the shoot biomass, both 

pea and strain had a significant effect, and the interaction between the two factors was 

significant (Supplemental Table III.7). In most cases SE, SK or SD produced the highest 

numbers of nodules, and in nearly all cases SA the lowest (Supplemental Fig. III.8). Only six 

pea accessions had more nodules with SF than with at least the strains SA, SD and SK. 
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Fig. III.7 . Relationship between nodulation index (relative to pea accession mean) in response to mono-
inoculation with SF (E2 experiment) and SF competitiveness for nodulation evaluated in multi-inoculation (E1 
experiment) for 18 pea accessions 

R098 
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 To reduce the impact of the growth potential differences between the pea accessions 

and thus more specifically determine the effect of the strain, both shoot dry matter and 

nodulation indexes were calculated as the shoot dry matter (number of nodules) of the pea 

accession inoculated with the strain divided by the pea accession mean. For all the four strains 

SA, SD, SE and SK, the nodulation index evaluated in the E2 experiment was found to be not 

correlated to the competitiveness for nodulation evaluated in E1 (Supplemental Table III.8). 

Conversely, we observed for SF a significant correlation between its nodulation index 

obtained in mono-inoculation and its competitiveness for nodulation in multi-inoculation 

(r²=0.79; p=5.512e-07; Supplemental Table III.8; Fig. III.7). The two accessions (R098, 

R069) with higher than 80% of nodulation by SF in multi-inoculation were the most 

successfully nodulated by SF in the E2 experiment. At the opposite, the SF nodulation index 

was low as compared with the other strains for all the accessions with less than 10% of 

nodulation by SF when inoculated in mixture; most of them belonged to the DAPC group D2 

(Fig. III.7). Between these two extreme positions, were the two P. s. abyssinicum (R014, 

R075) and the two accessions, R038 from Caucasus and R029 from Afghanistan, for which 

the SF nodulation ability in mono-inoculation was between 1.5 and 2. The competiveness for 

nodulation was also found to be poorly related to the shoot biomass index (Supplemental 

Table III.9; Fig. III.8). No correlation at all was found for the three strains SD, SE and SK. 

Significant but highly dispersed correlations were only observed for the two strains SF 

(r²=0.47; p=0.001) and SA (r²=0.41; p=0.002). The pea accessions were distributed along the 

regression line according to their level of resistance to European strains, the most resistant 

(R098, R029, R069) having the highest shoot biomass indexes and the partially resistant 

(R038, R014, R075) obtaining intermediate values. Consistently, when inoculated by SA, the 

most resistant peas had the lowest shoot biomass indexes. 

Discussion 
To our knowledge, this is the first time that the genetic diversity for pea-Rlv partner choice is 

investigated within a pea collection representative of the variability encountered in the genus 

Pisum co-inoculated with a mixture of diverse Rhizobium leguminosarum sbv viciae (Rlv) 

strains. Little is known about the mechanisms underlying the competitiveness of different Rlv 

strains for pea nodulation and the various abilities of different pea genotypes to choose among 

diverse compatible Rlv strains. Moreover, whether competiveness for nodulation of a given 
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Fig. III.8 . Relationship between shoot dry matter index (relative to pea accession mean) in response to mono-
inoculation (E2 experiment) and strain competitiveness for nodulation evaluated in multi-inoculation (E1 
experiment) for 18 pea accessions 



  Chapitre III 

 

129 

 

pea-Rlv symbiotic association could be related to nitrogen fixation efficiency has been few 

investigated. 

Natural variability of biomass and pea nodulation 

Differences in shoot biomass were found between the pea accessions according to their SNP-

based cluster affiliation. As cluster assignations were found to correlate with species 

affiliation, geographic origin and year of cultivar registration, these results give an overview 

of the modifications which had occurred during domestication and breeding history. Within 

the D1 group, the landraces of P. sativum or P. s. subsp. abyssinicum were found to have 

higher size than the P fulvum accessions and most of the other wild peas. The P. s. subsp. 

abyssinicum clustered with the P. fulvum and some P. s. subsp. elatius or humile, which 

supports the model of independent domestications for P. sativum subsp. abyssinicum and P. 

sativum and the origin of P. s. subsp. abyssinicum as a hybrid between P. fulvum and a subset 

of P. s. subsp. elatius (Vershinin et al., 2003; Jing et al., 2010). Within the ‘Spring’ D2 group, 

the oldest known cultivars – created at the end of the18th century - are garden peas. Garden 

peas have been selected until the end of the 60’s mainly in the Netherlands, France and Great 

Britain (Vilmorin-Andrieux, 1883; Fourmont, 1956), which is consistent with their gathering 

into distinct clusters. We found that Dutch and French peas presented similar characteristics 

of high biomass than fodder or garden peas from North-eastern Europe, whereas English peas 

were smaller and thus are likely another source of diversity in Europe as indicated by 

Fourmont (1956). In response to the soya exports embargo from US, European breeding 

moved during the 70’s towards field dry peas for animal feeding. Crosses were made between 

the former garden peas with high seed protein content and European fodder peas, with the aim 

of increasing seed yield by reducing the plant biomass or by fall-sowing (Acikgoz, 1982; 

Cousin, 1997). The low biomasses we observed within the cluster of spring dry peas and the 

‘Winter’ D3 group are consistent with this breeding evolution and use of fodder peas as a new 

source of diversity. 

Significant positive correlations were observed between shoot biomass and nodule 

biomass or number, independently of species affiliation and breeding history. A close 

adjustment between symbiotic organs development and plant growth has been already 

observed in a smaller genetic diversity within pea or M. truncatula (Bourion et al., 2010; 

Voisin et al., 2010; Laguerre et al., 2012). Pea and M. truncatula forms indeterminate 

nodules, following two sequential processes: nodule formation and mature nodule expansion. 

Both processes require an adjustment between the satisfaction of whole plant N demand and 
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the allocation of photosynthates needed for this function. The nodule formation determines 

the nodule number and is the result of early plant x bacteria interaction. It only occurs under 

situations of N limitation and is repressed by high N supply (Jeudy et al., 2010; Voisin et al., 

2010). The nodule expansion is also strongly submitted to a systemic N-signaling regulation 

and locally highly reduced in fix- nodules (Laguerre et al., 2012). In our study supplied with a 

low nitrate content, we observed a closer adjustment between shoot and nodule biomasses 

than between shoot biomass and nodule number, highlighting that the peas fine-tuned their 

symbiotic capacity to their N demand and C allocation potential by modulating the expansion 

of their nodules. Their nodule numbers more likely resulted from early plant x rhizobia 

interaction and partner choice. 

Competitiveness for nodulation in single- and multi-inoculum environment 

are not correlated 

Both experiments of mono-inoculation and multi-inoculation give complementary 

information and new insights into the natural variability of pea-Rlv partner choice. Our results 

obtained in mono-inoculation experiments confirmed that SF (TOM) is required for 

nodulation of pea accessions originated mainly from Afghanistan or in few cases in Middle 

East or Ethiopia (Lie, 1978; Winarno & Lie, 1979; Young et al., 1982; Young & Matthews, 

1982). We also found in agreement with these authors that some other peas from Afghanistan 

are only partially resistant or even susceptible to European Rlv strains and we enlarged the 

existence of resistant or partially resistant wild/landrace accessions to other countries 

(Caucasus). In complement to the former studies of SF/TOM, we found a high correlation 

between its nodulation ability in mono-inoculation as compared with the other strains and its 

nodulation competitiveness in multi-inoculation. Indeed, two pea accessions of our pea 

collection, R098 from Afghanistan and R069 from Israel (the Pisum humile JI241 described 

by Young & Matthews, 1982, as resistant to nodulation by European strains) were 

successfully nodulated by SF, formed no or only few nodules when mono-inoculated with 

SA, SD or SK and were also the two accessions with higher than 80% of nodulation by SF in 

multi-inoculation. Of the two other afghan peas tested in mono-inoculation, R029 had a 

partial resistant phenotype with less nodules with the European strains than with SF and 

showed an intermediate competiveness of SF in multi-inoculation, whereas R035 had a 

clearer susceptible phenotype. Interestingly, and not already mentioned in the literature, the 

two P. sativum originated from Caucasus were found to be partially nodulated by SF in multi-

inoculation, and the one tested in the mono-inoculation experiment confirmed its partial 
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resistance to European strains. All the other accessions tested were found to be nodulated by 

SF in the mono-inoculation experiment but not at all in the multi-inoculation experiment. The 

ability of SF/TOM, in a single-inoculum environment, to nodulate a wide diversity of peas is 

in agreement with former observations (Lie, 1981; Young et al., 1982; Fobert et al., 1991). 

The inhibiting effect of European strains has been well documented on few peas including ‘cv 

Afghanistan’ and induces no or a reduced number of TOM nodules (Winarno & Lie, 1979; 

Hogg et al., 2002). Our findings extend the knowledge of this inhibiting effect, as to our 

knowledge, no literature mentioned a total blocking effect of European strains on nodulation 

by TOM of all the peas susceptible to European strains. 

With the exception of the correlation between the resistance of nodulation by 

European strains and the SF competitiveness in multi-inoculation, no correlation was 

observed between the ability of a strain to form nodules in mono-inoculation and its 

competiveness for nodulation in multi-inoculation. SA was the most competitive strain in 

multi-inoculation but, for nearly all the accessions tested, formed the lowest number of 

nodules in mono-inoculation as compared with the other strains. More variations in nodule 

number were observed between the pea accessions when mono-inoculated with SD, SE or SK 

as compared with SA, but without any correlation with the level of competitiveness of those 

strains in multi-inoculation. Taken together, these results indicate that the nodulation ability 

of a strain evaluated in mono-inoculation is not a good predictor of its competitiveness for 

nodulation in the presence of other strains in a mixed-inoculum and, a fortiori, in the complex 

rhizobial environment of fields. 

Partner choice varies according to pea genetic and biogeographic diversity 

Some relation between pea genetic diversity and choice among the five Rlv strains was 

observed in our study. As shown before (Lie, 1978; Lie et al., 1987), cultivated peas showed 

less variation with regard to their symbiotic partner choice than wild peas. Indeed, in the 

multi-inoculation experiment, the two genetic groups D2 and D3 presented a less diversity in 

Rlv choice than the ‘Wild group’ D1. The D2 and D3 groups included all the cultivars, 

breeding lines and landraces from Europe or America and some landraces from Africa or 

Asia. D1 comprised landraces or wild accessions, and most of them was originating from the 

centers of pea genetic diversity and initial domestication. This ‘Wild group’ was subdivided 

into three genetic clusters, which could be distinguished from one another according to the 

species/subspecies or origin and the partner choice pattern of their belonging accessions. The 

K01 cluster, the most diverse in partner choice, was composed of all the P. fulvum and P. 
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sativum subsp. abyssinicum of the collection plus some P. sativum wild accessions 

representative of the Middle East genetic diversity centre. The K02 cluster was representative 

of the further extend of peas to Afghanistan and India and comprised the landrace peas highly 

specific to nodulation by TOM. At the opposite, all the accessions of the K03 group were P. 

sativum originating from Abyssinia or Lybia and had an SA frequency higher than 90%. This 

observation of higher preference for a specific strain among the P. sativum originating from 

this region has not already been mentioned in the literature. All these observations provide 

evidence that the very first domestication processes and spread of peas from the Fertile 

Crescent may have resulted in a higher specificity for some Rlv. Conversely, as D2 and D3 

had similar choice among the five Rlv strains in our experiment, there is little evidence of 

modification of partner choice subsequent to the spread of peas to Europe, and this whatever 

the modification of end use from forage or garden to dry peas and the different breeding 

strategies followed from the end of the 18th century until nowadays. 

 Thanks to genetic analyses of peas resistant to nodulation by European strains, the first 

symbiotic pea genes SYM1 and SYM2 were identified (Lie, 1971; Holl, 1975). The sym2A 

allele induces arrested nodulation on ‘cv Afghanistan’ pea inoculated with European strains 

(Geurts et al., 1997). These strains lack the host specificity gene nodX carried by TOM (Davis 

et al., 1988) and evidence has been provided that their inhibition of the nodulation by TOM of 

‘cv Afghanistan’ results from an overproduction of Nod factors (Hogg et al., 2002). Another 

nod genes such as nodE, nodO and nodL have been identified as modifying the variety and 

level of Nod factor production and determining host specificity variation (Spaink et al., 1991; 

Walker et al., 2000). In pea, only one another gene affecting nodulation has been identified 

among the natural diversity (SYM22 in JI1794=R012) and the use of mutagens has allowed 

the identification of other genes (LaRue & Weeden, 1992; Borisov et al., 2007). Among 

them, SYM10 and SYM37 were shown to encode LysM-RLKs and to be required for 

nodulation and Nod factor perception (Madsen et al., 2003; Zhukov et al., 2008). SYM37 

maps at the same position than SYM2, and it is likely that this region contains different 

repertories of LysM-RLK encoding genes (Zhukov et al., 2008). Recent evidence from model 

legumes has shown that some LysM-RLK encoding genes other than PsSYM10 and PsSYM37 

orthologues are also likely to be involved in strain specificity through Nod factor or rhizobia 

cell surface recognition (Kawaharada et al., 2015; Malkov et al., 2016). Our study revealed an 

unknown natural variability for partner choice among wild peas which could be useful for 

further studies of the genetic basis of pea-Rlv nodulation. 
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Nitrogen fixation efficiency is not a major determinant of partner choice 

We found very little evidence that competiveness for nodulation of a given pea-Rlv symbiotic 

association is related to its nitrogen fixation efficiency. First of all, in the single-inoculum 

environment, the SE strain displayed a high ability to form nodules but in all cases had the 

lowest efficiency. Moreover, the relationship between strain competitiveness in multi-

inoculation and relative shoot biomass of mono-inoculated plants was only significant for two 

strains, SA and SF, and is likely mainly related to differences between accessions in 

resistance for nodulation by SA and specificity for SF. The weak relationship between 

competiveness for nodulation and nitrogen fixation efficiency is in agreement with previous 

observations made in other plant-rhizobia associations with indeterminate nodules, in which 

Fix- mutants of R. meliloti were found to not significantly differ in nodulation competitiveness 

of alfafa from their Fix+ parent strains (Amarger, 1981). More recently we showed in M. 

truncatula/Sinorhizobium that plant N status does not impact partner choice for nodule 

formation but results in preferential expansion of nodules formed with the most efficient 

strains (Laguerre et al., 2012). Nodulation competitiveness and symbiotic efficiency traits are 

likely under distinct selection pressures. Competitiveness is most probably determined during 

early plant-bacterial interactions and/or the bacterial colonization of the symbiotic organ, 

whereas efficiency of symbiotic nitrogen fixation requires later additional interactions with 

the plant. Nutritional interactions result in a strong allocation of metabolites by the plant to 

the bacteroids and the induction of nitrogen fixation in bacteria. 

Conclusion 
This work confirms the importance of considering legumes as exposed to several symbiotic 

compatible rhizobia rather than to a single strain (Friesen & Heath, 2013; Kiers et al., 2013). 

Mono-inoculation experiments are useful to evaluate the ability of a strain to form efficient 

symbiosis with a given host, but they fail to determine the ability of this strain to compete 

with other strains in a mixture, which is the common situation in the field. Abiotic soil 

conditions and biotic composition of the rhizosphere may also modulate the fitness of free 

bacteria, their abilities to infect plant root and their competitiveness toward other 

microorganisms (Philippot et al., 2013). Integrating this complexity is a major challenge for 

future studies on pea-Rlv partner choice. 

This work also documents that competitiveness for nodulation is under the control of 

both pea and Rlv genetic factors and confirms that a successful inoculant must not only 

provide enhanced symbiotic nitrogen fixation but be competitive for nodulation in the 



  Chapitre III 

 

134 

 

presence of a large population of indigenous rhizobia (Triplett & Sadowsky, 1992). Further 

experiments are planned to decipher the genetic architecture of the partner choice trait and 

identify specific loci underlying this phenotype by performing Genome Wide Association 

Studies. They will involve larger pea and Rlv collections and increased genomic resources 

and high-throughput phenotyping abilities than those presented in this study. Such knowledge 

of the key genetic factors involved will allow to develop new pea varieties and successful Rlv 

inoculants and enhance the agronomic potential of the pea crop. 
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SYNTHESE ET PERSPECTIVES 

Les légumineuses sont des cultures de choix pour répondre à la nécessité d’une agriculture 

combinant production de qualité et durabilité : elles produisent des graines à haute valeur 

nutritionnelle, notamment riches en protéines ; ceci sans nécessité d’un apport d’engrais azoté 

grâce à la symbiose qu’elles établissent avec des bactéries fixatrices de l’azote de l’air. 

Cependant, les irrégularités du rendement et de teneur en protéines que connaît la culture de 

pois limitent son extension. Elles sont, en partie, liées à des problèmes de nutrition azotée. En 

effet, la fixation symbiotique d’azote est très sensible aux conditions environnementales 

(stress abiotiques, biotiques) et le faible développement des racines fréquemment observé 

chez les légumineuses peut affecter le prélèvement en eau et en éléments minéraux (dont les 

nitrates). Pour créer des variétés de pois possédant une meilleure nutrition azotée, une 

complémentarité est donc à rechercher entre les deux voies d’acquisition d’N, avec en 

particulier une mise en place des nodosités qui ne se fasse pas au détriment du développement 

racinaire. 

L’objectif de cette thèse a été d’acquérir une meilleure compréhension du contrôle 

génétique de la mise en place des racines et des nodosités et de leur impact sur la nutrition 

azotée de façon à explorer si un tel idéotype est concevable. 

1. Apport des résultats de la thèse en recherche 

Des approches très diverses ont été utilisées au cours de cette thèse. Une approche de 

génétique quantitative a tout d’abord été utilisée, basée sur la recherche d’associations entre 

diversité de l’architecture racinaire et nodulaire ou de l’acquisition d’azote et polymorphisme 

moléculaire (QTL). Elle a permis d’identifier des zones du génome pouvant être impliquées. 

La deuxième approche, transcriptomique, a mis en évidence des différentiels d’expression de 

gènes corrélés à un phénotype racinaire et/ou d’acquisition d’azote. Enfin, une troisième 

approche nous a permis d’examiner la question de la capacité des génotypes de pois à 

favoriser les associations symbiotiques avec les souches de rhizobium les plus performantes 

pour l’acquisition d’azote et l’impact de la sélection végétale sur cette capacité. 

Différents jeux de données, acquis en amont ou au cours de la thèse, ont été utilisés 

pour les trois différentes approches (Annexe 4). La quasi-totalité de ces données a été 

valorisée dans les articles qui constituent cette thèse ; un petit nombre n’a été valorisé jusqu’à 

présent que sous forme de posters ou dans le rapport final du projet ANR GENOPEA. 



  Synthèse et perspectives 

142 

 

Certaines d’entre-elles ont également constitué des données de base pour l’établissement de 

nouveaux projets. 

Mise au point d’une méthodologie de phénotypage 
En dépit de leur diversité, les approches menées ont toutes eu pour dénominateur commun : la 

description de la variabilité des structures d’acquisition de l’N (racines + nodosités) et de leur 

fonctionnement.  

Des méthodes de phénotypage racinaire et nodulaire ont donc été mises au point, de 

façon à être i) applicables sur un grand nombre de génotypes ; ii) effectuées à des stades 

représentatifs des capacités d’acquisition d’N des plantes. Outre la définition des systèmes et 

conditions de culture, elles ont nécessité la mise au point de techniques d’acquisition 

d’images (techniques de lavage et d’étalement des racines, type d’image, résolution) et 

d’analyse de ces images (utilisation du logiciel WinRHIZO®,Regent Instruments, Quebec, 

Canada). Des caractères représentatifs de la mise en place du système racinaire nodulé ont 

ainsi été déterminés pour toutes les expérimentations, par analyse d’images (longueur et 

surface des racines, surface des nodosités) ou par comptage direct (nombre des racines et des 

nodosités). En complément, une technique d’étalement ou acquisition et d’analyse d’image 

des parties aériennes a été mise au point, permettant d’estimer les surfaces foliaires et la 

variabilité des couleurs des feuilles comme indicateur de leur teneur en chlorophylle, sans 

nécessiter l’utilisation d’un planimètre ou d’un SPAD.  

Ces méthodologies ont depuis été citées et utilisées pour décrire de la variabilité de 

nodulation, de fixation symbiotique ou de surface foliaire dans des populations de lignées 

recombinantes de légumineuses, L. japonicus, haricot, soja et pois (Tominaga et al., 2012; 

Ramaekers et al., 2013; Hwang et al., 2014; Klein et al., 2014). La méthodologie de 

description du système racinaire et de la partie aérienne a été appliquée à une collection de 

266 accessions de pois dans le cadre d’une thèse visant à déterminer le rôle de l’architecture 

racinaire dans le contrôle génétique de la diminution des symptômes de pourriture racinaire 

dus à Aphanomyces euteiches chez le pois (Desgroux, 2016). 33, 38 et 7 QTL relatifs 

respectivement aux racines, aux parties aériennes et plante entière ont ainsi été détectés dans 

cette étude basée une analyse de génétique d’association (Genome Wide Association Study, 

GWAS). 

Elles ont aussi contribué à la mise au point de système de culture en poches ou 

rhizotrons permettant une visualisation ou un suivi de la nodulation ou du développement 

racinaire (Clemow et al., 2011; Jeudy et al., 2016). Enfin, les images de racines publiées dans 
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l’article relatif au mutant étudié chez M. truncatula ont servi de base au paramétrage d’un 

modèle de développement racinaire (Schnepf et al., 2016). 

Mise en évidence d’une variabilité génétique 
Les trois démarches ont nécessité l’étude d’une variabilité de ressources génétiques : 

population de lignées recombinantes de pois, mutant induit par rayonnement γ chez M. 

truncatula, ou collection d’accessions de pois. 

Chacune des descriptions de ces diversités a été innovante. En effet, aucune étude 

n’avait jusqu’alors exploré conjointement les variabilités de mise en place des racines et des 

nodosités et évalué leur impact sur l’acquisition d’N. D’autres études de populations de 

lignées recombinantes ont été effectuées depuis, mais elles n’ont le plus souvent examiné que 

les nodosités et la fixation symbiotique ; à ce jour, l’étude présentée dans le chapitre I reste la 

plus détaillée notamment en ce qui concerne le développement racinaire. L’étude faite sur le 

mutant de M. truncatula et son parent sauvage J5 représente, quant à elle, la première 

caractérisation détaillée qui ait été publiée sur l’adaptation architecturale du système racinaire 

d'une plante légumineuse à la disponibilité en azote externe. Enfin, aucune étude n’a encore 

été publiée concernant la diversité de développement racinaire et nodulaire d’une collection 

d’accessions de pois ou de choix entre les partenaires pois et Rlv. 

Toutes les études menées ont mis en évidence une grande diversité pour les caractères 

mesurés, et les données acquises sont un réel enrichissement des connaissances concernant les 

ressources génétiques étudiées et des candidats potentiels pour d’autres recherches. TR185 est 

ainsi apparu un candidat intéressant pour examiner, chez M. truncatula, la signalétique de 

carence en N dans le milieu ; suspecté par M. Djordjevic (Australian National University, 

Canberra) comme étant muté pour un gène récepteur des peptides CEPs ; ceci pouvant 

expliquer la permanence de son état de carence en N. Des travaux menés depuis ont confirmés 

cette hypothèse : les croisements que nous avons réalisés, ainsi que les séquençages faits par 

F. Frugier et C. Laffont (IPS2, Gif-sur-Yvette), ont depuis montré que TR185 est allélique au 

mutant cra2 ; les travaux menés en collaboration entre les collègues de l’Australian National 

University et ceux l’IPS2 ayant montré par ailleurs que MtCRA2 est probablement un 

récepteur de MtCEP1 (Mohd-Radzman et al., 2016). 

L’étude de la diversité des développements racinaire, nodulaire et aérien menée sur la 

collection de 104 accessions de pois (Annexe 5) a permis de définir des ensembles de 

génotypes pouvant servir à d’autres programmes de recherche ; pour exemples i) elle a 

contribué à choisir 3 génotypes contrastés pour leur architecture pouvant ainsi servir de 
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référence pour le WP3 (Exploitation de l’architecture et des interactions plantes x 

microorganismes du sol pour un meilleur contrôle des stress biotiques et abiotiques) du projet 

d’Investissement d’Avenir PeaMUST, ii) elle a permis de choisir 10 génotypes contrastés de 

pois qui ont été étudiés de façon plus approfondie dans différentes conditions pour, à terme, 

paramétrer un modèle d’architecture du système racinaire nodulé (collaboration AS Voisin, L. 

Pagès), iii) elle a été associée en son entier pour sa diversité d’architecture racinaire à la 

collection « Aphanomyces » créée à l’INRA de Rennes pour constituer la collection de 266 

génotypes nécessaire à l’analyse de génétique d’association relative à l’architecture racinaire 

et à la tolérance à A. euteiches. Enfin, l’étude à partir de cette population de 104 accessions de 

la diversité du choix entre pois et Rlv a permis d’acquérir des résultats préliminaires 

nécessaires à la soumission d’un projet ANR, GRaSP (Genetics of Rhizobia Selection by 

Pea), visant à connaître les déterminants génétiques de ce choix ; les premières 

expérimentations prévues dans ce projet vont être réalisées à partir d’un sous-échantillon de 

génotypes de pois choisis parmi les 104 grâce à notre étude de diversité. 

Mise en évidence de corrélations génétiques entre variables 
d’architecture racinaire nodulée et d’acquisition d’N 
Dans les deux approches que nous avons menées sur pois en interaction avec des rhizobia, 

nous avons mis en évidence l’existence de corrélations génétiques entre les caractères 

d’architecture racinaire ou nodulaire et ceux d’acquisition d’N. Ses corrélations ont été 

examinées sur différentes ressources génétiques, sous différentes conditions de culture et à 

différents stade de développement des plantes. 

 Au cours de notre toute première expérimentation de comparaison entre 7 lignées de 

pois, cultivées en pots et inoculées avec la souche de Rlv 1007, nous avons mis en évidence 

que les corrélations étaient globalement positives mais qu’elles évoluaient au cours du cycle 

de la plante. Ainsi, au stade précoce de 4 feuilles visibles, la quantité d’N contenue dans les 

parties aériennes (elle-même très fortement corrélée à la biomasse aérienne) n’était 

significativement corrélée qu’à la biomasse des racines ; la corrélation entre les deux 

demeurant significative jusqu’à début floraison (Table I.1). La corrélation entre biomasse de 

nodosités (ou surface de nodosités) et quantité d’N dans les parties aériennes, quant à elle, ne 

s’est révélée significative qu’à partir du stade de 9 feuilles et l’est restée jusqu’à début 

remplissage des grains. La quantité d’N a été aussi corrélée au nombre de nodosités, mais ceci 

uniquement au stade de 9 feuilles. 
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Dans les deux expérimentations suivantes, les mesures que nous avons réalisées au 

stade début floraison sur la population de lignées recombinantes (inoculées par la souche 

P221) ou à 4 semaines, c’est-à-dire un peu avant début floraison, sur la collection de 104 

accessions (inoculées par un mélange de 5 souches de Rlv) ont confirmé l’existence d’une 

forte corrélation à ce stade entre biomasse aérienne et biomasse racinaire ou nodulaire, la 

corrélation avec le nombre de nodosités étant plus faible. Cette relation entre biomasse 

aérienne et biomasse des organes symbiotiques est décrite dans la littérature sur différentes 

espèces. En effet, la croissance de la plante fait augmenter la demande en N de la plante tout 

en entraînant une plus forte disponibilité en ressources de C liées à la photosynthèse (Moreau 

et al., 2008; Voisin et al., 2010; Laguerre et al., 2012). 

Notre étude sur les 104 accessions de pois a permis de montrer que la corrélation entre 

biomasse aérienne et biomasse des nodosités est observée quelle que soit l’origine 

géographique ou la diversité d’usage des génotypes de pois. La plus faible corrélation 

observée entre biomasse aérienne et nombre de nodosités suggère que la formation des 

nodosités est moins dépendante du potentiel de croissance que l’expansion des nodosités et 

soumise, au moins en partie, à un contrôle génétique distinct et relatif à l’interaction entre 

plante et Rlv. 

Cette étude a permis aussi de s’interroger également sur l’impact des souches sur 

l’acquisition de l’N – leur efficience symbiotique – et sur la variabilité de leur capacité à 

noduler les plantes. Elle pourrait permettre aussi de déterminer si elles induisent des 

modifications en architecture racinaire. Une analyse en composantes principales a été réalisée 

avec, comme variables actives, les variables décrivant l’architecture racinaire nodulée, les 

biomasses et l’acquisition d’N, et comme variables supplémentaires, les proportions dans les 

nodosités de chacune des 5 souches (Fig. 11). Le choix préférentiel pour SF (TOM) semble 

associé à à la présence de nodosités à forte biomasse individuelle mais peu nombreuses ; à 

l’inverse les accessions ayant choisi de préférence SA auraient des nodosités plus petites et 

plus nombreuses mais une biomasse aérienne et efficience symbiotique plus élevées. Ceci 

suggère que des différences de choix de souches pourraient avoir un impact sur l’architecture 

racinaire nodulée ainsi qu’observé précédemment (Laguerre et al., 2007). Il ne faut exclure 

cependant qu’inversement des différences d’architecture pourraient avoir un impact sur le 

choix des souches. 

 Néanmoins, l’étude complémentaire effectuée sur un échantillon de 18 

accessions contrastées a montré que l'efficacité de la fixation de l'azote n’est pas un 

déterminant majeur du choix par les génotypes de pois de leur partenaire symbiotique dans un 
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Fig. 11. Analyse en composantes principales des 104 accessions de pois avec 16 variables actives décrivant 
l’architecture racinaire nodulée, le développement aérien et l’acquisition d’N et 5 variables supplémentaires SA, 
SD, SE, SF et SK qui sont les proportions de chacune de ces souches dans les nodosités. 
RootB: root biomass, RootD: mean root diameter, NLatRoot: Number of first order lateral roots, TapRootL: Tap 
root length, TRootL: Total root length, NodB: nodule biomass, NNod: number of nodules, ANodB average 
biomass per nodule, LeafStage: Number of nodes with leaves, ShootB: Shoot biomass, ShootL: Shoot length, 
ShootNC: Shoot nitrogen content, ShootQN: Shoot nitrogen accumulation, BGB:TB: relative part of 
belowground upon total biomass, NDFA: nitrogen accumulation derived from symbiotic fixation, TSW: 
thousand seed weight 
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contexte de multi-inoculation. Cette confrontation des pois à un mélange de souches de Rlv 

est représentatif des conditions de culture en champs. Dans les démarches de recherche et de 

création variétale à venir, prenant en compte les interactions avec les rhizobia, il est donc 

indispensable de considérer les deux composantes de la symbiose : efficience mais aussi 

choix entre partenaires symbiotiques. 

2. Perspectives 

Chacune des trois différentes pistes abordées au cours de cette thèse pourraient être 

approfondies, en particulier grâce aux nouveaux outils qui existent ou vont exister très 

prochainement à Dijon : ressources génétiques et génomiques sur le pois et nouveaux outils 

de phénotypage racinaire. Deux niveaux d’approfondissement sont possibles ;  le premier 

consiste à ré-analyser les données phénotypiques acquises en utilisant les nouvelles ressources 

génomiques disponibles ; le second consiste à envisager des expérimentations 

supplémentaires pour poursuivre certains questionnements. 

Utiliser les nouveaux outils disponibles 
Avec son grand génome d’environ 4,5 Gb, le pois est, comme la lentille, jusqu’à présent resté 

sans séquence de référence de son génome. Grâce à la diminution du coût de génotypage à 

haute densité et du développement des nouvelles méthodes de génotypage (Next-Generation 

Sequencing: NGS), dont le génotypage par séquençage (Genotyping-By-Sequencing: GBS), 

plusieurs programmes nationaux et internationaux ont développé ces dernières années des 

ressources génomiques sur les légumineuses d’intérêt agronomique ayant un plus petit 

génome comme par exemple le soja et le pois chiche. Plus récemment, un consortium 

international a été constitué pour générer la séquence complète du génome du pois (Madoui et 

al., 2015). 

Auparavant, une première étape vers la connaissance du génome de pois a été 

franchie, grâce à la création d’un atlas d’expression des gènes 

(http://bios.dijon.inra.fr/FATAL/cgi/pscam.cgi). Cette ressource génomique permet de 

rechercher, chez le pois, la séquence homologue d’un gène d’intérêt identifié chez une autre 

espèce et de connaître son profil d’expression dans la plante. Cet atlas a été obtenu par 

séquençage haut débit de banques d’ADNc produites à partir de 20 tissus provenant de 

différents organes (dont les racines et les nodosités) prélevés, à différents stades de 

développement, sur des plantes soumises à différentes conditions de nutrition azotée (Alves-

Carvalho et al., 2015).  
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La première carte génétique du pois a été, quant à elle, construite dès 1925 sur la base 

d’une dizaine de marqueurs morphologiques (Wellensiek, 1925). Des progrès considérables 

ont été fait depuis avec l’apparition des marqueurs SSR (Single Sequence Repeat) et SNP 

(Single Nucleotide Polymorphism), et de nombreuses cartes génétiques basées sur différentes 

populations biparentales existent. Récemment, une carte consensus a été construite à partir de 

12 populations de RILs génotypées en utilisant 13000 SNP représentatifs d’un sous-set des 

transcrits mis en évidence précédemment (Tayeh et al., 2015). La banque d’ADN génomique 

de type BAC (Bacterial Artificial Chromosome) qui a été créée permet d’accéder à 

l’organisation physique du génome du pois (http://cnrgv.toulouse.inra.fr/fr). Enfin, dans le 

cadre du projet d’Investissement d’Avenir PeaMUST, des données de génotypage viennent 

d’être acquises sur différents panels de pois, par capture d’exome et séquençage de plus de 

50000 fragments. Plus d’un million de SNP avec moins de 10% de données manquantes ont 

ainsi été détectés pour ces panels. 

 Beaucoup d’efforts ont été aussi déployés ces dernières années pour faciliter et 

automatiser le phénotypage racinaire ; ceci conjointement à la baisse des coûts d’acquisition 

d’image. Les améliorations ont initialement surtout visé à élaborer des outils informatiques 

permettant la collecte de données de phénotypage à partir d’images en deux dimensions (2D) 

réalisées grâce à la culture en rhizotrons plats ; WinRHIZO®, SmartRoot (Lobet et al., 2011) 

et archiDART (Delory et al., 2016) sont parmi les plus utilisés des logiciels dédiés. Les 

innovations portent aussi sur deux autres niveaux : i) la construction de plateformes de 

phénotypage racinaire (et aérien) à haut débit pour faciliter l’automatisation des prises 

d’image ; ii) l’obtention d’images en 3D des systèmes racinaires pour des cultures en pots ou 

en milieu naturel, utilisant des techniques de tomographie ou de résonance magnétique 

(Dusschoten et al., 2016). La plateforme de l’INRA de Dijon, 4PMI (Jeudy et al., 2016), se 

distingue de celle de l’Institute of Bio- and Geosciences à Juelich en Allemagne, 

GROWSCREEN Rhizo (Nagel et al., 2012), par ses rhizotrons en forme de tubes. 

Pour préciser l’architecture génétique des caractères 
La mise en évidence de co-localisations entre la majeure partie des QTL relatifs à 

l’accumulation d’N dans les plantes ou dans les graines avec des QTL relatifs aux 

développements racinaire ou nodulaire réalisée dans la première approche indique qu’ils 

partagent des déterminismes communs. Notre détection de QTL relatifs au développement et 

à la croissance des racines et des parties aériennes a été validée depuis. En effet, leur 

projection, sur la carte génétique consensus, a mis en évidence des colocalisations entre les 
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QTL que nous avons détectés et ceux identifiés par analyse de génétique d’association sur une 

population de 266 accessions de pois ; ainsi 23 des colocalisations étaient relatives à des 

variables racinaires et 13 à des variables aériennes (Desgroux, 2016). 

Cependant, en raison du faible nombre de marqueurs sur la carte génétique utilisée 

dans notre étude (152 marqueurs), la localisation génomique des QTL de développement 

racinaire et nodulaire et d'acquisition d'azote détectés a été très imprécise, et la détermination 

des gènes sous-jacents impliqués dans la variation de ces caractères n'a pas été possible. Une 

nouvelle recherche de QTL s'appuyant sur une carte plus dense (13000 SNP) devrait 

permettre une réduction significative des intervalles de confiance de ces QTL. Cette étude 

étant conduite sur une population de RILs, seules les variations génétiques présentes au sein 

des parents de cette population de RILs pourront être détectées comme impliquées dans ces 

caractères. Il est néanmoins possible que d'autres régions du génome soient impliquées dans la 

variation de ces caractères, et une approche basée sur un panel génétique plus diversifié 

pourrait potentiellement indiquer des zones candidates supplémentaires. 

De ce fait, une étude de génétique d’association utilisant ces 13000 marqueurs SNP a 

été effectuée sur la collection de 104 accessions de pois inoculée par le mélange de cinq 

souches de Rlv. Un des SNP présentant un fort signal d'association identifié par cette 

approche se trouve dans le gène LE (impliqué dans la voie de synthèse des gibbérellines et 

déterminant la taille des entre-nœuds) qui était déjà connu pour être associé à la hauteur des 

plante. La détection de cette association constitue une validation post-hoc de la méthode. De 

façon intéressante, les variations de ce marqueur ont également été associées à des variations 

de teneur en N des parties aériennes, en accord avec les colocalisations entre QTL relatifs à la 

hauteur des plantes et ceux relatifs à la teneur en N des graines ou des parties aériennes que 

nous avons trouvé dans l’étude présentée dans le chapitre I (Bourion et al., 2010) et par 

(Burstin et al., 2007). Un SNP dans un gène codant pour une LRR-RLK a aussi été identifié 

comme ayant un effet sur des variations du taux de fixation symbiotique. Aucun effet de ce 

SNP n’a été observé sur le nombre de nodosités formées, à la différence des gènes codant 

pour des LRR-RLKs préalablement identifiées comme impliquées dans la perception des NFs 

tels que MtDMI2/PsSYM19 (Endre et al., 2002) ou dans l’AON tels que MtSUNN /PsSYM29 

(Krusell et al., 2002). 

De façon générale, cette étude de génétique d’association n’a permis de détecter que 

très peu d’associations entre marqueurs SNP et caractères; ce qui peut s’expliquer par la faible 

taille de la collection et une densité de marqueurs qui reste faible compte-tenu de la forte 

décroissance du déséquilibre de liaison observée le long des groupes de liaison. L’association 
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entre le choix préférentiel pour la souche SF (TOM) et un SNP dans le gène SYM2 n’a pas pu 

être observée, néanmoins, des variations de proportions de nodulation par SF et des variations 

dans des SNP situés sur d’autres groupes de liaison que LGI laissent supposer qu’il existe 

d’autres déterminants que le gène SYM2 dans ce choix. Une nouvelle étude de génétique 

d’association impliquant une collection de pois de taille plus grande (336 accessions), 

inoculée par un mélange comprenant une trentaine de souches de Rlv, est prévue dans le cadre 

du projet ANR GRaSP qui va débuter en 2017. La collection sera génotypée avec plus d’un 

million de SNP à partir de captures d’exome. 

Pour valider de nouveaux gènes candidats 
L’expérimentation sur les 336 accessions va être réalisée sur la plateforme 4PMI de Dijon. Il 

sera donc possible, en plus de la détermination finale des populations de rhizobia associées à 

chacune des accessions, de suivre la mise en place des racines et des nodosités et la croissance 

aérienne de l’ensemble des plantes à partir de l’analyse des images prises de façon 

automatisée au cours de la culture. Des marqueurs SNP dans des gènes candidats pourront 

être testés pour leur association avec des variations de caractères d’architecture racinaire 

nodulée, d’acquisition d’N et de choix de souches Rlv. Des homologues chez le pois du gène 

MtCRA2 ou de gènes impliqués dans le transport d’N dont on a vu un différentiel 

d’expression entre TR185 et J5 pourraient être des candidats d’architecture racinaire et 

nodulaire. En effet, il est possible que des différences alléliques au niveau de ces gènes 

induisent des différences de complémentarité entre racines et nodosités. Parmi les gènes 

impliqués dans la perception des NFs, ceux codant pour des LysM-RLKs, sont quant à eux 

des candidats de spécificité d’interaction entre pois et rhizobia retenus dans le projet GRaSP. 

En complément de l’analyse GWAS, il conviendra pour les gènes candidats retenus d’étudier 

la variabilité de leur séquence sur l’ensemble de la collection et d’étudier les associations avec 

des phénotypes d’architecture racinaire nodulée ou de choix de souches de Rlv. Le 

phénotypage de mutants TILLING (Targeting induced local lesions in genomes) pour ces 

gènes sera un complément nécessaire à la validation des gènes candidats. Concernant des 

gènes d’architecture racinaire nodulée, leur phénotypage pourrait bénéficier de l’utilisation de 

plateformes utilisant de la résonance magnétique ou de la tomographie qui permettent d’avoir 

accès à la structure du système racinaire (angles d’insertion des racines, nodosités) et à la 

répartition du C dans ce système (Metzner et al., 2016). 
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 Une fois l’intérêt des gènes candidats confirmé, il pourra être envisagé une 

amélioration de la nutrition azotée par une sélection facilitée par l’utilisation des marqueurs 

SNP. Une validation au champ des innovations devra aussi être réalisée. 

3. Conclusion 

Par ce travail de thèse, nous avons acquis une meilleure compréhension du contrôle génétique 

de la mise en place des racines et des nodosités et de leur impact sur la nutrition azotée. Les 

démarches suivies ont nécessité l’étude d’une grande variabilité de ressources génétiques et 

une approche pluridisciplinaire du phénotypage comportant des descriptions des structures et 

de leur fonctionnement prenant en compte le partenaire bactérien. 

Une grande variabilité génétique pour les caractères d’architecture racinaire ou 

nodulaire et ceux d’acquisition d’N a ainsi été mise en évidence, ainsi que l’existence de 

corrélations génétiques entre eux. Une approche de génétique quantitative a permis 

d’identifier des zones du génome pouvant être impliquées dans les variations des caractères. 

Deux pistes d’amélioration de la nutrition azotée ont aussi été étudiées : l’amélioration de 

l’acquisition d’N par les racines à partir d’une étude détaillée d’un mutant de développement 

racinaire, puis l’amélioration de la symbiose avec les rhizobia en examinant la question de la 

capacité des génotypes de pois à favoriser les associations symbiotiques avec les souches de 

rhizobium les plus performantes. 

Les résultats obtenus apportent des bases de réflexion concernant la conception d’un 

idéotype de nutrition azotée. Au-delà de la complémentarité indispensable entre les deux 

voies d’acquisition d’azote, il est indispensable de prendre en compte l’interaction entre les 

deux partenaires symbiotiques. Il reste encore un grand champ de recherche pour 

l’optimisation de ce mécanisme symbiotique complexe, qui met en jeu la formation des 

nodosités et leur fonctionnement, en lien avec une signalétique et des interactions trophiques 

complexes entre partenaires symbiotiques et intra-plante. Différents champs d’innovation 

peuvent être envisagés : combinaisons variétés x inoculum bactérien, variétés capables de 

sélectionner dans les sols les rhizobia les plus efficients ou inocula efficients et à large gamme 

d’hôtes. Dans tous les cas, il conviendra de vérifier au champ si cette innovation apporte un 

meilleur rendement et une meilleure tolérance à des stress biotiques et abiotiques. 
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ANNEXES 

Annexe 1 : Fichiers additionnels du chapitre I 
 

 

 

Supplemental Fig. I.1. Frequency distribution of RIL4 population for shoot dry matter per plant and 
percentage of nitrogen derived from fixation, at BF in two glasshouse experiments; Pouches in 2007 and 
Pots in 2006, and at maturity in two field experiments; 2006 and 2004. Arrows indicate the mean value of 
the parental lines: B, ‘Ballet’; C, ‘Cameor’ 
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Supplemental Fig. I.2. LOD score curve on LGII, LGIII and LGVII for QTL associated with nitrogen acquisition 
structure or functioning, in two glasshouse experiments; Pouches in 2007 and Pots in 2006, and in a field experiment 
in 2004 
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Supplemental Fig. I.2 suite 
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Supplemental Fig. I.2 suite 
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Supplemental Table I.1. Effects of the different alleles of Le and Af on root and nodule traits evaluated at four 
developmental stages on seven pea genotypes 
 

 

Stage Trait  gene Le  gene Af  

    Le le Af  af 

4-leaf NLatRoot 85.8a 81.3a 85.9a 76.5b 

 TRootL 744.4a 743.7a 786.5a 638.1b 

 RootB 122.7a 121.1a 129.1a 103.5b 

 NNod 33.9a 24.4b 32.5a 18.4b 

 TNodPA 1.84a 1.46b 1.76a 1.29b 

 NodB 5.68a 3.89b 5.77a 1.87b 

9-leaf NLatRoot 117.3a 104.2a 113.0a 101.8b 

 TRootL 2122.1a 2089.6a 2173.4a 1228.9b 

 RootB 381.3a 351.3a 402.7a 267.9b 

 NNod 253.4a 199.5b 265.9a 114.2b 

 TNodPA 7.23a 4.61b 6.51a 3.8b 

 NodB 12.29a 6.73a 13.34a 1.32b 

Beginning of flowering NLatRoot 132.2a 108.2b 124.4a 103.9a 

 TRootL 2863.0a 2690.5a 2896.0a 2711.8a 

 RootB 792.1a 603.5b 691.3a 666.9a 

 NNod 582.5a 380.2b 511.2a 356.2b 

 TNodPA 18.28a 13.65b 20.48a 13.70b 

 NodB 68.97a 51.04b 72.57a 53.18b 

Beginning of seed filling NLatRoot 149.2a 116.3b 135.9a 116.7b 

 TRootL 3267.9a 2852.5b 3126.6a 2790.3a 

 RootB 947.2a 717.9b 819.3a 808.5a 

 NNod 776.6a 506.0b 647.8a 557.3b 

 TNodPA 28.18a 19.04b 25.94a 21.76a 

  NodB 126.03a 71.71b 102.1a 92.15a 

 

NLatRoot, number of first order lateral roots; RootB, root dry matter; TRootL, total root length; NNod, number of 
nodules; NodB, nodule dry matter; TNodPA, total nodule projected area; ShootQN, shoot nitrogen accumulation. 
Indicated for each gene, the mean value of the genotypes carrying one of the two different alleles. 
Means followed by different letters are significantly different based on multiple comparisons (LSD test) at the 0.05 
probability level. 
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Supplemental Table I.2. Mean parental values, broad sense heritability (h²), significance of genotype effect, Mean, Min and Max values for nitrogen 
acquisition structure traits recorded in RIL4 population in two glasshouse experiments (Pouches 2007, Pots 2006) 
 

Trait   Pouches 2007           Pots 2006           
    Ballet Cameor h² Pr > F Mean Min Max Ballet Cameor h² Pr > F Mean Min Max 

Number of first order Lateral Roots at d1 NLatRootd1 7.3 0.0 0.35 0.003 1.3 0.0 5.7 - - - - - - - 
Number of first order Lateral Roots at d2 NLatRootd2 35.0 9.3 0.69 <0.0001 24.3 3.0 45.0 - - - - - - - 
Number of first order Lateral Roots at d3 NLatRootd3 63.3 54.7 0.67 <0.0001 44.2 9.7 87.0 - - - - - - - 
Number of first order Lateral Roots at d4 NLatRootd4 97.0 76.3 0.68 <0.0001 69.1 20.3 118.7 - - - - - - - 
Number of first order Lateral Roots at d5 NLatRootd5 99.3 88.3 0.59 <0.0001 79.1 27.7 126.7 - - - - - - - 
Number of first order Lateral Roots at d6 NLatRootd6 98.3 95.0 0.50 <0.0001 86.9 30.3 131.3 - - - - - - - 
Number of first order Lateral Roots at BF NLatRoot 112.0 101.7 0.12 ns 104.8 39.3 150.7 92.8 86.3 0.15 ns 91.9 56.3 141.0 
Tap Root Length at d0 (cm) TRootLd0 3.2 2.6 0.88 <0.0001 3.2 1.6 5.8 - - - - - - - 
Total Root Length at d1 (cm) TRootLd1 12.1 7.0 0.67 <0.0001 8.7 2.6 13.1 - - - - - - - 
Total Root Length at d2 (cm) TRootLd2 74.8 31.3 0.56 <0.0001 45.2 9.4 80.3 - - - - - - - 
Total Root Length at d3 (cm) TRootLd3 194.6 101.6 0.61 <0.0001 127.9 24.1 201.9 - - - - - - - 
Total Root Length at d4 (cm) TRootLd4 305.3 244.9 0.76 <0.0001 253.2 68.2 407.1 - - - - - - - 
Total Root Length at d6 (cm) TRootLd6 437.4 396.4 0.76 <0.0001 425.2 190.7 577.5 - - - - - - - 
Total Root Length at BF (cm) TRootL 826.8 728.4 0.84 <0.0001 812.2 485.3 1272.3 1818.9 1906.7 0.78 <0.0001 1955.1 1215.9 3226.6 
First order Lateral Root Appearance Rate LatApR 0.454 0.415 0.67 <0.0001 0.341 0.102 0.584 - - - - - - - 
Total Root Elongation Rate (cm/°C.day) TRootER 1.766 1.662 0.76 <0.0001 1.608 0.461 2.622 - - - - - - - 
Root Biomass at BF (mg) RootB 151.9 121.5 0.85 <0.0001 157.2 89.4 271.1 321.6 259.5 0.9 <0.0001 340.6 135.3 749.5 
Number of Nodules at d4 NNodd4 0.7 5.7 0.50 <0.0001 2.1 0.0 11.3 - - - - - - - 
Number of Nodules at d5 NNodd5 6.0 12.3 0.46 <0.0001 10.1 0.0 39.0 - - - - - - - 
Number of Nodules at d6 NNodd6 24.0 35.3 0.51 <0.0001 31.0 0.3 80.0 - - - - - - - 
Number of Nodules at BF NNod 56.3 68.3 0.40 0.0005 56.3 9.7 117.7 122.2 209.3 0.74 <0.0001 177.9 45.8 458.0 
Total Nodule Projected Area at d4 (cm²) TNodPAd4 0.007 0.068 0.44 <0.0001 0.022 0.000 0.112 - - -  - - - 
Total Nodule Projected Area at d6 (cm²) TNodPAd6 0.239 0.402 0.55 <0.0001 0.294 0.003 0.682 - - -  - - - 
Total Nodule Projected Area at BF (cm²) TNodPA 1.745 0.994 0.77 <0.0001 1.631 0.532 3.510 12.26 3.82 0.91 <0.0001 8.97 1.02 24.36 
Nodule Appearance Rate (nb/°C.day) NodApR 0.161 0.205 0.43 0.0002 0.200 0.010 0.506 - - - - - - - 
Nodule Projected Area Increase Rate (mm²/°C.day) NodPAR 0.156 0.225 0.49 <0.0001 0.184 0.004 0.451 - - - - - - - 
Nodule Biomass at BF (mg) NodB 13.87 16.38 0.70 <0.0001 14.61 3.95 34.76 19.07 30.74 0.8 <0.0001 34.50 5.41 108.92 
Nodule Biomass:Belowground Biomass at BF NB:BGB 0.081 0.118 0.62 <0.0001 0.085 0.026 0.169 0.056 0.107 0.49 <0.0001 0.088 0.031 0.219 
Belowground Biomass:Total Biomass at BF BGB:TB 0.208 0.218 0.69 <0.0001 0.224 0.159 0.309 0.126 0.194 0.83 <0.0001 0.146 0.194 0.83 
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Supplemental Table I.3. Pearson correlation coefficients between nitrogen acquisition structure traits recorded in RIL4 population in two glasshouse experiments 
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NLatRoot-06  0.36*** ns 0.23* ns ns 0.20* 0.22* ns ns 0.24* 0.24* 0.20* ns ns ns 

TRootL-06   0.78*** 0.75*** 0.70*** 0.63*** 0.28** 0.67*** 0.61*** 0.30** 0.51*** 0.50*** 0.40*** 0.44*** 0.41*** 0.36*** 

RootB-06    0.76*** 0.94*** 0.76*** 0.21* 0.75*** 0.76*** 0.33*** 0.68*** 0.41*** 0.34*** 0.40*** 0.47*** 0.42*** 

NNod-06     0.71*** 0.75*** ns 0.57*** 0.53*** 0.30** 0.45*** 0.41*** 0.26** 0.31** 0.40*** 0.32** 

TNodpA-06      0.77*** ns 0.74*** 0.77*** 0.35*** 0.68*** 0.39*** 0.34*** 0.40*** 0.48*** 0.44*** 

NodB-06       ns 0.55*** 0.58*** 0.28** 0.50*** 0.42*** 0.27** 0.29** 0.42*** 0.36*** 

NLatRoot-07        0.33*** ns ns 0.23* 0.24* 0.67*** 0.50*** ns ns 

TRootL-07         0.89*** 0.44*** 0.74*** 0.50*** 0.45*** 0.57*** 0.38*** 0.27** 

RootB-07          0.35*** 0.84*** 0.44*** 0.31** 0.41*** 0.36*** 0.29** 

NNod-07           0.25* 0.37*** 0.20* 0.35*** 0.78*** 0.60*** 

TNodpA-07            0.42*** 0.26** 0.28** 0.28** 0.24* 

NodB-07             0.22* 0.31** 0.30** 0.26** 

LatApR-07              0.85*** 0.24* 0.33*** 

TRootER-07               0.38*** 0.42*** 

NodApR-07                0.88*** 

TNodPAR-07                                 

 

*, **, ***: significant correlation at the 0.05, 0.01, 0.001 probability level, respectively. 



  Annexes du Chapitre I 

186 

Supplemental Table I.4. Mean parental values, broad sense heritability (h²) and significance of genotype effect for carbon accumulation, nitrogen acquisition 
functioning traits and developmental variables recorded in RIL4 population in two glasshouse and two field experiments 

 
Trait Pouches 2007  Pots 2006  Field 2006  Field 2004 

    Ballet Cameor h² Pr > F Ballet Cameor h² Pr > F Ballet Cameor h² Pr > F Ballet Cameor 

Shoot Biomass or maturity (mg) ShootB 635 498.4 0.90 <0.0001 2366.9 1203.5 0.96 <0.0001 33979.3 30515.6 0.58 <0.0001 37264.4 38628.9 

Straw Biomass (mg) StrawB - - - - - - - - 12431.3 10080.0 0.61 <0.0001 14466.3 13313.8 

Seed Biomass (mg) SeedB - - - - - - - - 21548.1 20435.6 0.58 <0.0001 22798.1 25315.1 

Seed Number  SeedNb - - - - - - - - 83.1 95.9 0.64 <0.0001 90.3 123.0 

Thousand Seed Weight (mg) TSW - - - - - - - - 258.8 213.5 0.83 <0.0001 252.5 205.8 

Percentage of N derived from fixation NDFA 69.9 71.1 0.53 <0.0001 55.3 74.6 0.9 <0.0001 84.0 84.9 0.49 <0.0001 46.8 49.1 

Shoot N content (%) ShootNC 3.17 4.14 0.84 <0.0001 3.28 4.66 0.9 <0.0001 2.77 3.32 0.6 <0.0001 2.44 3.01 

Straw N content (%) StrawNC - - - - - - - - 1.04 1.01 0.7 <0.0001 1.02 1.02 

Seed N content (%) SeedNC - - - - - - - - 3.76 4.46 0.67 <0.0001 3.34 4.05 

Shoot N accumulation (mg) ShootQN 20.1 20.6 0.77 <0.0001 77.5 56.2 0.95 <0.0001 943.6 1016.6 0.52 <0.0001 910.2 1160.7 

Straw N accumulation (mg) StrawQN - - - - - - - - 129.1 103.0 0.71 <0.0001 147.0 135.5 

Seed N accumulation (mg) SeedQN - - - - - - - - 814.5 913.6 0.53 <0.0001 763.2 1025.2 

Specific Nitrogen Uptake (g ShootQN/g belowground) SNU 0.121 0.150 0.38 0.0013 0.245 0.194 0.68 <0.0001 - - - - - - 

Root Efficiency (g ShootQNabs/g root) RootE 0.039 0.050 0.48 <0.0001 0.113 0.055 0.81 <0.0001 - - - - - - 

Nodule Efficiency (g ShootQNfix/g nodule) NodE 1.088 0.907 0.39 0.0004 3.034 1.392 0.57 <0.0001 - - - - - - 

Leaf Area at d3 (cm²) LeafAd3 4.5 4.4 0.60 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Leaf Area at d4 (cm²) LeafAd4 10.0 14.2 0.56 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Leaf Area at d5 (cm²) LeafAd5 17.2 24.4 0.66 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Leaf Area at d6 (cm²) LeafAd6 33.4 40.2 0.75 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Leaf Area (cm²) LeafA 87.4 104.4 0.92 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Leaf Area Increase Rate before BF (cm²/°C.day) LeafAR 0.16 0.175 0.73 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Radiation Use Efficiency (g TotalB/MJ) RUE 2.191 1.801 0.91 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Leaf Chlorophyll content (SPAD) SPAD 33.18 38.86 0.73 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Specific Leaf Nitrogen (g ShootQN/m² leaf) SLN 2.29 1.97 0.90 <0.0001 - - - - - - - - - - 

Shoot Length or maturity (cm) ShootL 22.3 20.8 0.89 <0.0001 74.9 47.5 0.97 <0.0001 78.8 66.7 0.87 <0.0001 84.4 78.8 

Number of basal branches NBranch 0.00 0.00 0.00 ns 0.000 0.056 0.64 <0.0001 0.475 0.850 0.61 <0.0001 0.775 0.963 

Leaf Appearance Rate before BF (nb/°C.day) LeafApR 0.02 0.016 0.43 0.0002 0.0167 0.0148 0.45 <0.0001 - - - - - - 

Beginning of flowering date (°C.day) BegFlo 883.0 788.4 0.99 <0.0001 1032 799.8 0.99 <0.0001 840.3 746.4 0.94 <0.0001 849.9 736.7 
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Supplemental Table I.5. Mean, Minimum and Maximum values of carbon accumulation, nitrogen acquisition functioning traits and developmental variables 
recorded in RIL4 population in two glasshouse and two field experiments 

 
Trait   Pouches 2007   Pots 2006   Field 2006   Field 2004   

    Mean Min Max Mean Min Max Mean Min Max Mean Min Max 

Shoot Biomass or maturity (mg) ShootB 613.0 279.5 1137.4 2298.4 682.8 4857.4 30936.5 9399.0 46157.2 37182.7 12357.0 62767.0 

Straw Biomass (mg) StrawB - - - - - - 11329.4 2875.0 22965.0 14745.8 4010.0 25400.0 

Seed Biomass (mg) SeedB - - - - - - 19607.1 6524.0 29229.2 22429.1 8347.0 38507.0 

Seed Number  SeedN - - - - - - 80.6 22.4 132.5 99.2 42.0 161.9 

Thousand Seed Weight (mg) TSW - - - - - - 244.8 185.2 305.8 226.7 128.5 305.9 

Percentage of N derived from fixation NDFA 70.6 57.0 80.4 66 43.4 79.3 84.1 77.1 89.6 49.0 17.8 71.9 

Shoot N content (%) ShootNC 3.19 1.97 4.43 3.89 3.12 5.14 2.99 2.56 3.58 2.69 2.01 3.29 

Straw N content (%) StrawNC - - - - - - 1.10 0.78 1.77 1.15 0.77 1.71 

Seed N content (%) SeedNC - - - - - - 4.07 3.59 4.72 3.69 3.07 4.41 

Shoot N accumulation (mg) ShootQN 18.9 10.1 31.1 87.8 25.1 182.4 924.0 339.0 1399.0 999.7 407.2 1691.5 

Straw N accumulation (mg) StrawQN - - - - - - 123.5 43.6 364.5 169.5 57.7 410.8 

Seed N accumulation (mg) SeedQN - - - - - - 800.6 287.7 1243.4 829.4 349.5 1483.1 

Specific Nitrogen Uptake (g ShootQN/g belowground) SNU 0.113 0.072 0.200 0.238 0.113 0.398 - - - - - - 

Root Efficiency (g ShootQNabs/g root) RootE 0.036 0.021 0.059 0.089 0.030 0.207 - - - - - - 

Nodule Efficiency (g ShootQNfix/g nodule) NodE 1.334 0.413 8.137 2.080 0.669 4.930 - - - - - - 

Leaf Area at d3 (cm²) LeafAd3 4.4 0.8 11.4 - - - - - - - - - 

Leaf Area at d4 (cm²) LeafAd4 13.1 4.3 27.6 - - - - - - - - - 

Leaf Area at d5 (cm²) LeafAd5 23.8 10.3 42.3 - - - - - - - - - 

Leaf Area at d6 (cm²) LeafAd6 40.7 20.1 67.9 - - - - - - - - - 

Leaf Area (cm²) LeafA 100.9 47.5 183.8 - - - - - - - - - 

Leaf Area Increase Rate before BF (cm²/°C.day) LeafAR 0.185 0.096 0.325 - - - - - - - - - 

Radiation Use Efficiency (g TotalB/MJ) RUE 2.03 1.31 3.65 - - - - - - - - - 

Leaf Chlorophyll content (SPAD) SPAD 32.60 23.31 45.15 - - - - - - - - - 

Specific Leaf Nitrogen (g ShootQN/m² leaf) SLN 1.98 1.30 2.87 - - - - - - - - - 

Shoot Length or maturity (cm) ShootL 21.8 12.7 30.5 66.7 36.3 105.5 69.7 30 100 84.3 45.0 115.0 

Number of basal branches NBranch 0.01 0.00 1.00 0.11 0.00 1.00 0.79 0.05 2.20 0.91 0.10 2.20 

Leaf Appearance Rate before BF (nb/°C.day) LeafApR 0.015 0.009 0.018 0.016 0.012 0.017 - - - - - - 

Beginning of flowering date (°C.day) BegFlo 866.8 694.0 1038.6 952.2 699.9 1090.7 830.3 720.1 1007.3 808.3 717.4 872.5 
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Supplemental Table I.6. Characteristics of the QTL for nitrogen acquisition structure and functioning traits 
detected in RIL4 population from both glasshouse and field experiments 
 

  Trait 
Linkage 

group 

Position 

(cM) 

Marker flanking the 

QTL; marke r at the 
LODa R²(%)b 

Additive 

effectc 

Root traits NLatRoot-06 LGI 134.5 Phos4kin  3.4 9.5 2.71 
 LatApR-07 LGIII 144.4 CdK3, AA374 5.5 18.3 -0.02 
 NLatRootd3-07 LGIII 144.4 CdK3, AA374 4.5 15.6 -2.78 
 NLatRootd4-07 LGIII 142.4 CdK3, AA374 5.4 18.2 -4.83 
 NLatRootd5-07 LGIII 142.4 CdK3, AA374 5.8 19.1 -4.96 
 NLatRootd6-07 LGIII 144.4 CdK3, AA374 5.3 17.9 -4.51 
 NLatRootd7-07 LGIII 147.6 AA374 2.9 10.5 -3.04 
 NLatRootd3-07 LGIV 43 AA386, AD186_2 2.8 10.3 -2.28 
 TRootLd6-07 LGI 136.5 Phos4kin, Af 7.3 23.4 18.22 
 TRootLd7-07 LGI 138.2 Af 2.9 10.6 12.69 
 TRootL-06 LGI 138.2 Af 21 39.7 106.21 
 TRootL-07 LGI 138.2 Af 10.6 30.2 35.79 
 TRootL-06 LGII 34.8 Dioxase, AB72 1.5 4.6 -28.45 
 TRootLd6-07 LGII 60.2 AB33 3.7 13.4 -12.42 
 TRootER-07 LGIII 142.4 CdK3, AA374 5 17.4 -0.09 
 TRootLd4-07 LGIII 156.8 AB68 4.7 16.5 -11.97 
 TRootLd7-07 LGIII 156.8 AB68 3.5 12.8 -14.12 
 TRootER-07 LGIV 39 AA386 5.9 19.9 -0.1 
 TRootLd3-07 LGIV 45 AA386, AD186_2 3 11 -6.25 
 TRootLd4-07 LGIV 41 AA386, AD186_2 5.2 17.9 -14.14 
 TRootER-07 LGV 39 AA255_3, AD158 5.4 18.6 0.09 
 TRootLd4-07 LGV 39 AA255_3, AD158 5.3 18.1 14.09 
 TRootLd7-07 LGV 41 AA255_3, AD158 3.2 11.7 14.44 
 TRootLd0-07 LGV 114.5 AB146, AD155 4.1 14.3 0.19 
 TRootER-07 LGVII 71.1 Acetisom  3.3 12.2 -0.07 
 TRootLd2-07 LGVII 77.3 SuTMem, AD159_4 3.6 12.8 -2.71 
 TRootLd3-07 LGVII 77.3 SuTMem, AD159_4 4.1 14.6 -6.86 
 TRootLd4-07 LGVII 71.1 Acetisom  3.7 13.3 -10.75 
 TRootLd6-07 LGVII 77.9 AD159_4 4.5 15.8 -13.84 
 RootB-06 LGI 138.2 Af 30.7 49 38.09 
 RootB-07 LGI 138.2 Af 17 41.1 9.19 
 RootB-06 LGIII 172.8 ERDP 2.4 7 -11.37 
Nodule traits NodApR-07 LGI 138.2 Af 2.9 10.5 0.02 
 NNodd5-07 LGI 138.2 Af 3.3 11.7 1.45 
 NNodd6-07 LGI 138.2 Af 3.8 13.3 2.99 
 NNod-06 LGI 136.5 Phos4kin-Af 17.1 35.2 21.42 
 NNod-06 LGIII 44.7 AB104_2, Uni 6.2 16.5 17.88 
 NNodd4-07 LGIII 72.9 AAP1 2.8 10.1 -0.4 
 NNod-06 LGIII 176.6 AB53, bfruct 3.7 10.5 -10.25 
 NNod-07 LGV 37 AA255_3 3.6 12.9 4.11 
 NNod-06 LGVII 57.4 Htrans, Acetisom 5.7 15.4 15.03 
 NodPAR-07 LGI 138.2 Af 4.6 15.7 0.019 
 NodPAd6-07 LGI 138.2 Af 5.4 18.1 0.032 
 NodPA-06 LGI 138.2 Af 25.9 45.1 1.332 
 NodPA-07 LGI 138.2 Af 9 26.9 0.099 
 NodPA-06 LGII 25.3 AA18 1.5 4.6 -0.334 
 NodPAd4-07 LGIII 72.9 AAP1 3.5 12.7 -0.005 
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 NodPA-06 LGIII 171.3 AD270, ERDP 4 11.2 -0.557 
 NodPA-06 LGVII 35.5 AD146 3.7 10.4 0.49 
 NodB-06 LGI 136.5 Af 20.9 39.7 5.88 
 NodB-07 LGI 138.2 Af 6.8 21.7 1.4 
 NodB-06 LGIII 178.6 AB53, bfruct 2.8 8.1 -2.24 
 NodB-06 LGVII 37.5 AD146, B14 5.1 13.9 3.02 
 NB:BGB-06 LGI 133.2 D21, Phos4kin 3.8 10.5 0.53 
 NB:BGB-06 LGVII 65.4 Htrans, Acetisom 3 8.6 0.55 
 NB:BGB-07 LGVII 35.5 AD146 3 11 -0.5 
Belowground dry matter BGB:TB-06 LGI 38.7 ACCox, PSU81288 4.6 12.8 -0.0036 
 BGB:TB-06 LGI 138.2 Af 3.3 9.5 0.0023 
 BGB:TB-07 LGI 138.2 Af 12.2 33.2 0.0076 
 BGB:TB-06 LGII 0 ThiolP  3.8 10.9 -0.0023 
 BGB:TB-06 LGVII 83.9 AD159_4, Sym29 4.9 13.5 -0.0028 
Nitrogen accumulation efficiency SNU-07 LGI 138.2 Af 2.4 8.8 -0.003 
 SNU-06 LGVII 75.3 SuTMem 3.5 9.8 0.0072 
 RootE-06 LGI 136.5 Phos4kin, Af 8.5 21 -0.006 
 RootE-07 LGI 138.2 Af 4.5 15.5 -0.0015 
 RootE-06 LGII 2 ThiolP 4.3 11.9 0.0044 
 NodE-06 LGI 136.5 Af 3.8 10.7 -0.119 
 NodE-06 LGIII 178.6 AB53, bfruct 2.9 8.2 0.1075 
Relative part of nitrogen fixation NDFA-06 LGI 136.5 Phos4kin, Af 7.8 19.5 1.83 
 NDFA-04f LGII 36.1 AB109 3.3 12 -1.9 
  NDFA-06f LGIII 185.2 bfruct, AB141 3.9 10.7 -0.55 

 

a LOD is the Log_likehood at the position 
b R2 is the percentage of the phenotypic variation explained by the QTL 
c Additive allelic value of ‘Cameor’ 
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Supplemental Table I.7. Characteristics of the QTL for carbon accumulation and seed traits 

 

  Trait 

Linkage 

group 

Position 

(cM) 

Marker flanking the 

QTL;  

marker at the QTL 

peak  LODa R²(%)b 

Additive 

effectc 

Carbon accumulation traits LeafA-07 LGI 138.2 Af 94.1 79.4 13.19 

 LeafAd3-07 LGI 136.5 Phos4kin, Af 4.8 16.5 0.46 

 LeafAd4-07 LGI 138.2 Af 12 32.8 1.47 

 LeafAd5-07 LGI 138.2 Af 18.5 43 2.49 

 LeafAd6-07 LGI 138.2 Af 41.4 62.8 4.88 

 LeafAd7-07 LGI 138.2 Af 48.8 66.6 7.81 

 LeafAR-07 LGI 138.2 Af 49.6 67 0.02 

 LeafAd3-07 LGVI 193.5 AC76b, Dmi 2.6 9.6 0.35 

 RUE-07 LGI 138.2 Af 75.9 75.9 -0.04 

 RUE-07 LGVI 191.5 AC76b, Dmi 1.3 5.2 -0.01 

 RUE-07 LGVII 30.3 AB133, AD56       4.6 16.1 0.01 

 ShootB-06 LGI 138.2 Af 23 42.3 186.14 

 ShootB-06 LGII 57 AA372_1, AA1 2.7 8.1 -70.6 

 ShootB-06 LGIII 160.8 AB68, AA355      2.9 8.5 -71.28 

 ShootB-06 LGV 65.4 AA163_2 3.7 10.5 74.4 

 ShootB-06 LGVII 39.5 AD146, B14     7.7 19.7 116.72 

 ShootB-07 LGVII 39.5 AD146, B14      2.8 10.4 15.36 

 StrawB-06f LGI 77.9 AA155 3.6 10.2 -392.88 

 StrawB-04f LGII 58.9 AA1 6 13.9 -635.4 

 StrawB-06f LGII 68.2 AB33, AB149 8.6 21.4 -815.59 

 StrawB-04f LGIII 95 AAP1, AB44_2    3.5 8.6 -521.67 

 StrawB-06f LGIV 219.9 OEE3      3.5 9.9 -387.54 

 StrawB-04f LGV 46.3 AD158, AB83     3.1 7.8 472.3 

 SeedB-06f LGI 136.5 Phos4kin, Af 6.8 17.6 873.69 

 SeedB-04f LGI 138.2 Af 7.6 17 978.33 

 SeedB-06f LGII 72.2 AB33, AB149 8 20 -1357.43 

 SeedB-04f LGIII 99 AA278     7.3 16.4 -989.63 

 SeedB-04f LGIV 37 AA386     3.7 9.1 -701.33 

 SeedB-04f LGVII 37.5 AD146, B14   5.8 13.6 898.9 

 TSW-06f LGI 21.4 Agps2, ACCox 7 18.3 -5.59 

 TSW-04f LGIII 156.8 AB68      4.6 11 -4 

 TSW-06f LGIII 158.8 AB68, AA355     4.1 11.7 -3.58 

 TSW-04f LGIV 32.6 AA219, AA386     5.6 13.1 -5.04 

 TSW-06f LGIV 39 AA386, AD186_2     3.9 11 -3.61 

 TSW-06f LGV 0 OPT 3.5 9.9 -3.12 

 TSW-04f LGV 124.6 AC58       3.6 8.8 -3.58 

 TSW-06f LGV 137.2 COLa1, Rbcs4      4.6 12.8 -3.95 

 TSW-04f LGVII 7.1 AA416      3.8 9.3 3.73 

 SeedN-04f LGI 129.2 D21, Phos4kin 7.8 17.3 4.71 

 SeedN-06f LGI 134.5 Phos4kin  4.7 12.9 2.91 

 SeedN-06f LGII 66.2 AB33, AB149 5.6 15 -4.07 
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 SeedN-04f LGIII 95 AB44_2, AA278 6.8 15.3 -4.59 

 SeedN-06f LGV 133.2 COLa1, Rbcs4     3.5 10 3 

 SeedN-04f LGVII 35.5 AD146      4.9 11.5 3.45 

Developmental and morphological traits BegFlo-06f LGII 4 ThiolP, AA473 3 8.6 6.33 

 BegFlo-07 LGII 57 AA372_1, AA1 61.7 72.1 -41.16 

 BegFlo-04f LGII 59.9 AD83 54.2 59 -15.29 

 BegFlo-06f LGII 59.9 AD83 36.7 53.6 -20.88 

 BegFlo-07 LGIII 95 AB44_2, AA278 4.8 16.8 11.52 

 BegFlo-07 LGIII 169.3 AD270     12.3 34.1 -16.71 

 BegFlo-04f LGV 41 AA255_3, AD158      3.5 8.6 4.17 

 BegFlo-06f LGVI 132.3 FVE, Akin2 3.7 10.4 -7.51 

 BegFlo-07 LGVII 59.4 Htrans, Acetisom    5.5 18.8 -14.12 

 NBranch-06 LGI 138.2 Af 4.7 12.9 0.03 

 NBranch-06f LGII 4 ThiolP, AA473 6.1 16.2 -0.07 

 NBranch-06f LGIII 82.9 AAP1, AB44_2    3.1 9.1 0.06 

 NBranch-04f LGIII 84.9 AAP1, AB44_2    6.4 14.5 0.09 

 NBranch-04f LGIII 120.2 AB44_3, AB111     5.4 12.7 -0.07 

 NBranch-06 LGIV 0 L1L       4.2 11.5 -0.03 

 NBranch-06f LGV 129.2 COLa1, Rbcs4 5.4 14.6 0.07 

 NBranch-04f LGVI 120.8 PsAGO, FVE 5.9 13.5 -0.07 

 NBranch-06f LGVI 126.8 PsAGO, FVE 13.6 30.1 -0.1 

 ShootL-06 LGI 46.7 ACCox, PSU81288 3.8 10.8 1.89 

 ShootL-06 LGII 59.9 AD83 3.9 11.2 -1.23 

 ShootL-06f LGII 59.9 AD83 6.5 17.1 -1.82 

 ShootL-04f LGII 59.9 AD83 3.4 8.5 -1.72 

 ShootL-04f LGIII 84.9 AAP1, AB44_2    10.5 21.9 -3.65 

 ShootL-07 LGIII 93 AB44_2    19.3 44.4 -1.01 

 ShootL-06 LGIII 95 AB44_2, AA278    29.6 48.8 -3.76 

 ShootL-06f LGIII 95 AB44_2, AA278    19.5 38.2 -3.44 

 ShootL-06 LGV 60.8 AB83, AA163_2      5.9 16.1 1.59 

 ShootL-06f LGV 69.4 AA163_2, AC10_2     5.7 15.3 1.72 

 ShootL-07 LGVII 35.5 AD146      48 66.4 1.43 

 ShootL-06 LGVII 35.5 AD146      17.1 35.6 2.65 

 ShootL-04f LGVII 35.5 AD146      3.1 7.7 1.58 

 ShootL-06f LGVII 35.5 AD146      11 25.9 2.31 

  ShootL-06 LGVII 72 AA317      5.7 15.6 1.51 

 

a LOD is the Log_likehood at the position 
b R2 is the percentage of the phenotypic variation explained by the QTL 
c Additive allelic value of ‘Cameor’
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Supplemental Table I.8. Characteristics of the QTL for nitrogen accumulation and content detected in 
RIL4 population from both glasshouse and field experiments 
 

  Trait Linkage group Position (cM) 

Marker flanking the 

QTL; marker at 

the QTL peak  LODa R²(%)b 

Additive 

effectc 

Nitrogen accumulation traits ShootQN-07 LGI 136.5 Phos4kin, Af 6 19.8 0.7 

 ShootQN-06 LGI 138.2 Af 29.9 48.6 8.55 

 ShootQN-06 LGII 55 AA372_1, AA1 3 8.6 -3.1 

 ShootQN-07 LGIII 84.9 AAP1, AB44_2   2.6 9.6 0.56 

 ShootQN-06 LGVII 57.4 Htrans, Acetisom      3.6 10.2 3.79 

 StrawQN-06f LGI 77.9 AA155 3.8 10.8 -5.53 

 StrawQN-04f LGII 58.9 AA1 5.1 12 -9.37 

 StrawQN-06f LGII 74.2 AB33, AB149 4.4 12.2 -9.31 

 StrawQN-06f LGIV 219.9 OEE3      3.4 9.8 -5.24 

 SeedQN-06f LGI 136.5 Phos4kin, Af 6.8 17.6 38.01 

 SeedQN-04f LGI 138.2 Af 8.6 18.7 40.75 

 SeedQN-06f LGII 68.2 AB33 5.5 14.6 -43.7 

 SeedQN-04f LGIII 99 AB44_2, AA278          4.4 10.5 -30.06 

 SeedQN-04f LGIV 37 AA386     3.7 9.1 -27.54 

 SeedQN-04f LGVII 37.5 AD146, B14   7.9 17.5 41 

 SLN-07 LGI 138.2 Af 127.4 83.9 -0.02 

Nitrogen content traits ShootNC-06 LGI 124.6 AB56_1, D21 4 11.1 0.07 

 ShootNC-07 LGI 136.5 Phos4kin, Af 3.1 11.6 0.06 

 ShootNC-06 LGIII 82.9 AAP1, AB44_2   3.7 10.3 0.08 

 ShootNC-07 LGIII 95 AB44_2, AA278    6.9 22.2 0.09 

 ShootNC-07 LGVII 34.6 Gs3b       12.4 33.9 -0.11 

 StrawNC-06f LGIII 99.3 AA278     5.9 15.5 0.04 

 StrawNC-04f LGIII 99.3 AA278     10.4 21.8 0.05 

 SeedNC-06f LGIII 97 AB44_2, AA278        5.6 15 0.04 

 SeedNC-04f LGIII 99.3 AA278     3.8 9.2 0.03 

 SeedNC-06f LGV 50.3 AD158, AB83    4.8 13.1 0.04 

 SeedNC-06f LGV 141.2 Rbcs4      5.2 14.3 -0.03 

 SeedNC-06f LGVII 57.4 Htrans, Acetisom    3.1 8.9 0.03 

 SeedNC-04f LGVII 57.4 Htrans, Acetisom    6.8 15.3 0.05 

 SPAD-07 LGIII 99 AB44_2, AA278          12 33.2 0.93 

  SPAD-07 LGV 121.1 AD55 3.2 11.8 -0.47 

 

a LOD is the Log_likehood at the position 
b R2 is the percentage of the phenotypic variation explained by the QTL 
c Additive allelic value of ‘Cameor’ 
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Supplemental Table I.9. Broad sense heritability (h²), global R², part of genetic variance explained by QTL (p) for 
nitrogen acquisition structure traits recorded in RIL4 population in two glasshouse experiments (Pouches 2007, Pots 
2006) 
 

Trait Pouches 2007   Pots 2006   

  h² Global R² a p (%) b h² Global R² p (%) 

NLatRootd1 0.35   - - - 

NLatRootd2 0.69   - - - 

NLatRootd3 0.67 0.24 35.7 - - - 

NLatRootd4 0.68 0.18 26.7 - - - 

NLatRootd5 0.59 0.19 32.4 - - - 

NLatRootd6 0.50 0.18 35.8 - - - 

NLatRoot 0.12   0.15 0.09 63.3 

TRootLd0 0.88   - - - 

TRootLd1 0.67   - - - 

TRootLd2 0.56 0.13 22.9 - - - 

TRootLd3 0.61 0.26 42.8 - - - 

TRootLd4 0.76 0.44 57.7 - - - 

TRootLd6 0.76 0.41 54.3 - - - 

TRootL 0.84   0.78 0.45 57.2 

LatApR 0.67 0.18 27.3 - - - 

TRootER 0.76 0.45 58.7 - - - 

RootB 0.85 0.41 48.3 0.90 0.53 58.8 

       

NNodd4 0.50 0.10 20.3 - - - 

NNodd5 0.46 0.12 25.5 - - - 

NNodd6 0.51 0.13 26.1 - - - 

NNod 0.40 0.13 32.2 0.74 0.50 68.1 

TNodPAd4 0.44 0.13 28.8 - - - 

TNodPAd6 0.55 0.18 32.8 - - - 

TNodPA 0.77 0.27 34.9 0.91 0.55 60.8 

NodApR 0.43 0.10 24.4 - - - 

TNodPAR 0.49 0.16 32.1 - - - 

NodB 0.70 0.22 31.1 0.80 0.48 60.4 

NB:BGB 0.62 0.11 17.7 0.49 0.16 32.1 

BGB:TB 0.69 0.33 48.1 0.83 0.39 47.0 

 

a Global R²  is the percentage of phenotypic variation explained by the all the QTL detected for each trait 
b p is the part of genetic variance explained by all the detected QTL for the trait; p = global R² / h²



  Annexes du Chapitre I 

194 

Supplemental Table I.10. Broad sense heritability (h²), global R², part of genetic variance explained by 
QTL (p) for carbon accumulation, nitrogen acquisition functioning traits and developmental variables 
recorded in RIL4 population in two glasshouse and two field experiments 
 

Trait Pouches 2007    Pots 2006      Field 2006      Field 2004     

  h² Global R² a p (%) b h² Global R² p (%) h² Global R² p (%) h² c Global R² p (%) 

ShootB 0.90 0.10 11.6 0.96 0.60 62.3 0.58 0.31 54.3 0.46 0.41 88.9 

StrawB - - - - - - 0.61 0.35 57.5 0.74 0.26 35.5 

SeedB - - - - - - 0.58 0.31 53.8 0.44 0.42 95.3 

SeedN - - - - - - 0.64 0.34 52.6 0.95 0.32 33.7 

TSW - - - - - - 0.83 0.41 49.0 0.99 0.33 33.6 

NDFA 0.53   0.90 0.20 21.7 0.49 0.11 21.9 0.95 0.12 12.7 

ShootNC 0.84 0.50 59.5 0.90 0.20 22.0 0.60 0.31 51.8 0.96 0.33 34.1 

StrawNC - - - - - - 0.70 0.16 22.2 0.76 0.22 28.6 

SeedNC - - - - - - 0.67 0.39 58.5 0.98 0.21 21.6 

ShootQN 0.77 0.27 35.5 0.95 0.54 56.5 0.52 0.34 66.1 0.95 0.34 35.8 

StrawQN - - - - - - 0.71 0.28 39.9 0.89 0.12 13.5 

SeedQN - - - - - - 0.53 0.27 51.7 0.95 0.42 44.2 

SNU 0.38 0.09 23.2 0.68 0.10 14.4 - - - - - - 

RootE 0.48 0.16 32.4 0.81 0.31 38.7 - - - - - - 

NodE 0.39   0.57 0.19 33.7 - - - - - - 

LeafAd3 0.6 0.26 42.9 - - - - - - - - - 

LeafAd4 0.56 0.33 58.7 - - - - - - - - - 

LeafAd5 0.66 0.43 65.1 - - - - - - - - - 

LeafAd6 0.75 0.63 83.8 - - - - - - - - - 

LeafA 0.92 0.79 86.3 - - - - - - - - - 

LeafAR 0.73 0.67 91.8 - - - - - - - - - 

RUE 0.91 0.79 87.1 - - - - - - - - - 

SPAD 0.73 0.39 53.9 - - - - - - - - - 

SLN 0.90 0.84 93.2 - - - - - - - - - 

ShootL 0.89 0.74 82.7 0.97 0.73 75.4 0.87 0.62 70.9 0.98 0.34 34.7 

NBranch 0.00   0.64 0.23 35.4 0.61 0.44 72.8 0.67 0.28 41.2 

LeafApR 0.43 0.18 42.5 0.45 0.25 56.4 - - - - - - 

BegFlo 0.99 0.78 78.8 0.99 0.73 73.4 0.94 0.57 60.6 0.99 0.62 62.4 

 

a Global R²  is the percentage of phenotypic variation explained by the all the QTL detected for each trait 
b p is the part of genetic variance explained by all the detected QTL for the trait; p = global R² / h² 
c h² for the field experiment in 2004 has been calculated from the ANOVA performed on three genotypes 
experimented in eight replicates 
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Annexe 2 : Fichiers additionnels du chapitre II 
 

 

Supplemental Fig. II.1. Q-RT-PCR validation of differentially accumulated transcripts initially 
identified by Affymetrix GeneChip analysis 
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Supplemental Fig. II.2. Relationship between shoot N concentration (%ShootN) and shoot dry 
weight (SDW). At each date, data are means from three biological replicates of six plants each ± SE 
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Supplemental 
Fig. II.3. 
Shoot content 
of ten amino 
acids 
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Supplemental 
Fig. II.4. 
Root content of 
eight amino 
acids 
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Supplemental Fig. II.5. Root lignin content of the wild-type (WT) and the mutant (TR185) under 
high (10 mM. [HN]) or low (1 mM. [LN]) nitrate supply at 14 and 21 days after germination. At each 
date. data are means from three biological replicates of six plants each ± SE and means followed by 
different letters are significantly different based on multiple comparisons (LSD test) at p < 0.05 
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Supplemental Table II.1. Genetic analyses of the high-branched mutant TR185 

 
a Number of plants 

Generation of ♀ x ♂ cross 

High -branched root 

phenotype a 

Wild -type root 

phenotype a 

χ² value for 

1:3 ratio 

BC1 (TR185 x J5)  0 7  

BC1 (J5 x TR185)  0 5  

BC1S1 (TR185 x J5) 6 28 0.98 

BC1S1 (J5 x TR185)  28 75 0.26 
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Supplemental Table II.2. Primers used for Real Time RT-Q-PCR assays 

 

 

a Target identifier (Affymetrix) or reference genes for Q-RT-PCR 

 

 

Target Id a primer sequence (5' -> 3')  

Mtr.10626.1.S1_at TGCGACGAAGATAAAGGAATGTGG  

 GAACTGGGGGATTAACACAAAAGG  

Mtr.14314.1.S1_at GGGCAAAAAGCAAAGAAGGAATCAC  

 TACATATATTTTGGCTCCAGAGGAG  

Mtr.16885.1.S1_at GATCATGAAGCATCTTTCCTGAGAG  

 GGCAGATTACAAAGCTCAAAATTCG  

Mtr.18380.1.S1_at TATGGAAAGTGGATGTCAGTTGGAC  

 GTAAAAGAACGTGCGTGTTCTGAAG  

Mtr.20107.1.S1_at AAGCTGGGTCTGTTTATGACTCAC  

 AGCACTAGAGATAACATTCTTGGAC  

Mtr.20354.1.S1_at CTTGATTCAGTTGATTGATGAGCTG  

 GGTGTTTCATCATGCTACACCTCC  

Mtr.22383.1.S1_x_at GAAGAGTCTCCAAGTGGATGTG  

 ATGAATCAGTACCATTCCAAATCCC  

Mtr.23663.1.S1_at ACACCACCGTGCTCTGTTTCCTC  

 TTGGATAGTGAGTGGAGGTGAAGC  

Mtr.25576.1.S1_at TACATAACCCTCTCGATCGATTTCC  

 TGATGGAGAGAAACTTAGTCTCTAC  

Mtr.26011.1.S1_at GAGGAAGGTTTGAAAAAGTTGGTTTC  

 TGAACAGATTTTCACTTACGCAACC  

Mtr.37034.1.S1_at CTCTCTACTTGATCAATCGTCTTGG  

 CTAAGTTATGTCAACATAGTCAACG  

Mtr.4076.1.S1_at ATGGAAGCACCTCTTCGTTGAAGC  

 ACTACCAAATCCATACGACCGTATC  

Mtr.40997.1.S1_s_at GCGGCTTTCTTGATTGCCTCTAC  

 CTGGATGTAGAAATAGAAGAAGGTG  

Mtr.41610.1.S1_at GCACTCACACTCCTCTCATTCC  

 TAGGGTTTGGACAGTCAGAAACTC  

Mtr.43680.1.S1_at CCGAACACATTGCCTTTCAAGTGC  

 GGGGTAAAAGGATTGGTGCCAG  

Mtr.43830.1.S1_at CAGTTTTCACTTCATTTGCTTTGCC  

 CCCAATGAATTAGACCAAACTAGAG  

Mtr.51607.1.S1_at GGAAAAGAATGGAAGCACCTCTTCG  

 ACTACCAAATCCATACGACCGTATC  

Mtr.8452.1.S1_at CTGTGAAGATGCCATATACACTGC  

 CAACAACACAACAACGACGATGAC  

EF1B GGTTGAGGATCGTCTTACTGCTG  

 AATGTCTGCCCACTACCATGATC  

Ubiquitin CCAGAAGGAATCCACTCTTCA  

  CTTCCCACAATAATGACGATC  
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Supplemental Table II.3. The 75 differentially accumulated transcripts responsive to N effect and common to those identified by Ruffel et al. (2008) as 
responsive to either local nitrate starvation (LNO3vs-NO3) or systemic signals (LNO3vsSNO3) 
 

Affymetrix probe WTLNvsWTHNa MLNvsMHNa LNvsHNa MXLNa LNO3vs-NO3b LNO3vsSNO3b Annotation Ruffel 
Mtr.24492.1.S1_s_at 1.57 - 1.25 - -37.27 - NAD(P)H-quinone oxidoreductase chain H, chloroplast 
Mtr.40997.1.S1_s_at - 1.87 1.55 - -29.04 - Photosystem I P700 chlorophyll A apoprotein A1 
Mtr.14625.1.S1_at 1.44 - 1.14 - -18.77 - Photosystem I assembly Ycf4 
Mtr.14636.1.S1_s_at - - 1.11 - -18.77 - RNA polymerase beta subunit Rpb2-like 
Mtr.45608.1.S1_s_at 1.74 - 0.99 - -18.00 - Unknown 
Mtr.45626.1.S1_s_at 1.60 - 1.21 - -15.67 - GAP|atpH 
Mtr.49039.1.S1_s_at - 1.60 0.99 - -15.35 - H+-transporting two-sector ATPase, alpha/beta subunit 
Mtr.14042.1.S1_s_at - 1.46 - - -12.47 - GAP|petD 
Msa.1055.1.S1_at 1.69 - 1.08 - -12.13 -1.07 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain  
Mtr.45639.1.S1_s_at 1.40 - 1.09 - -12.13 - GAP|atpB 
Mtr.14644.1.S1_s_at - - 0.96 - -11.24 - Photosystem I psaA and psaB 
Msa.3141.1.S1_at - 1.94 1.21 - -11.08 - ATP synthase subunit alpha  
Mtr.14061.1.S1_s_at - - 0.95 - -9.85 - GAP|psaA 
Mtr.45615.1.S1_s_at - - 1.03 - -9.19 - from 54343 to 54705 
Mtr.31123.1.S1_at 1.38 - 0.98 - -8.69 - similar to UP|Q9SYP1 (Q9SYP1) F9H16.5 protein 
Mtr.18232.1.S1_s_at 1.51 - 1.16 - -8.34 - AAA ATPase; H+-transporting two-sector ATPase 
Msa.2071.1.S1_s_at - 1.80 1.18 - -8.17 -1.09 Unknown 
Mtr.45637.1.S1_s_at - - 1.23 - -7.46 - GAP|ndhK 
Mtr.36986.1.S1_s_at - - 0.97 - -6.92 - NADH dehydrogenase 19kDa subunit 
Mtr.29056.1.S1_at - - 0.95 - -6.28 - Unknown 
Mtr.37266.1.S1_s_at - 2.86 1.85 -2.02 -5.21 - Unknown 
Mtr.10097.1.S1_at - - 0.98 - -5.17 - Unknown 
Mtr.44795.1.S1_at - - 1.10 - -5.06 - similar to UP|Q76JT3 (Q76JT3) RelA-SpoT like protein PsRSH1 
Mtr.43508.1.S1_at 1.86 - 0.98 - -4.72 1.82 Auxin-induced protein 
Mtr.31694.1.S1_at 1.44 - - - -4.72 - similar to UP|Q84KJ4 (Q84KJ4) Myosin XI (Fragment), partial (12%) 
Mtr.29652.1.S1_at 1.96 - 1.19 - -4.66 - Unknown 
Mtr.14053.1.S1_s_at - 1.51 - - -4.26 - GAP|atpF 
Mtr.33189.1.S1_s_at - - 1.13 - -3.94 - AML1 
Mtr.34841.1.S1_s_at - 1.57 1.14 - -3.76 - CP43 chlorophyll apoprotein of photosystem II 
Mtr.33045.1.S1_at - - 0.96 - -3.41 - similar to UP|Q94KD1 (Q94KD1) At1g05960 T21E18_20 
Msa.1917.1.S1_at - 1.66 0.99 - -3.01 - Unknown 
Mtr.44175.1.S1_at - - 0.95 - -3.01 - similar to UP|Q8RY22 (Q8RY22) AT3g03380/T21P5_20 
Mtr.38167.1.S1_at 1.41 - - - -2.85 - Cationic peroxidase 1 precursor 
Mtr.39306.1.S1_at 1.40 - 1.26 - -2.79 - Sob protein 
Mtr.33172.1.S1_at - - 1.04 - -2.62 - weakly similar to UP|Q5ZCB9 (Q5ZCB9) Ubiquitin-conjugating enzyme 
Mtr.44875.1.S1_at 1.37 - - - -2.45 - weakly similar to UP|Q6K6B1 (Q6K6B1) CLIP-associating protein 
Mtr.44882.1.S1_at - 1.47 1.08 - -2.36 - Unknown 
Mtr.29714.1.S1_at - 1.34 - - -2.31 - Unknown 
Mtr.14599.1.S1_x_at 1.37 - - - -2.16 - LQGC hypothetical protein 
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Mtr.28638.1.S1_at - - 0.97 - -2.04 - Unknown 
Mtr.13860.1.S1_at - - 0.97 - -2.04 - weakly similar to UP|WIS1_SCHPO (P33886) Protein kinase wis1  (sty2) 
Mtr.33744.1.S1_s_at 1.34 - - - -1.92 - similar to UP|Q6AVJ1 (Q6AVJ1) Expressed protein 
Mtr.13713.1.S1_at - - 1.02 - -1.89 - Unknown 
Mtr.4087.1.S1_at 1.54 - 0.96 - -1.83 - OMNI|NTL01LJ12 ABC transporter ATPase component 
Mtr.35635.1.S1_at 1.49 - - 1.92 -1.79 - Unknown 
Mtr.38820.1.S1_at - - 0.97 - -1.68 - cytochrome P450 
Mtr.1527.1.S1_at 1.37 - - - -1.65 - Unknown 
Mtr.5936.1.S1_at - - 0.95 - -1.58 - Unknown 
Mtr.10025.1.S1_at 1.71 - 0.98 - -1.53 - Phosphoribosylanthranilate transferase-like protein 
Mtr.5823.1.S1_a_at - - 0.99 - -1.49 - similar to UP|Q7Y0H3 (Q7Y0H3) CLV1-like receptor kinase 
Mtr.6021.1.S1_at 1.37 - - - -1.48 - Unknown 
Mtr.32291.1.S1_at 1.72 - 1.00 - -1.47 - similar to PIR|JC4209|JC4209 GTP cyclohydrolase II  
Mtr.6373.1.S1_at - - 0.99 - -1.37 - weakly similar to UP|Q40326 (Q40326) Acetyl-CoA carboxylase 
Mtr.39559.1.S1_at 1.64 - - 1.96 -1.33 - Unknown 
Mtr.8799.1.S1_at 1.56 - - - -1.32 -1.41 Raffinose synthase 
Mtr.32561.1.S1_at - - 1.06 - -1.32 - weakly similar to UP|Q9FHH2 (Q9FHH2) 101 kDa heat shock protein 
Mtr.9569.1.S1_at - 1.40 - - 3.05 1.71 Thaumatin-like protein 1 
Mtr.39456.1.S1_at 1.63 1.58 1.61 - 3.10 - weakly similar to Q9LW87 Coatomer protein complex 
Mtr.8550.1.S1_s_at - 1.71 1.22 - 127.12 9.06 Leghemoglobin 
Mtr.8284.1.S1_s_at - 1.82 1.32 - 196.72 - Leghemoglobin 
Mtr.10382.1.S1_at 1.91 - 0.98 - - 32.56 B12D-like protein 
Mtr.4531.1.S1_s_at 1.83 - 1.03 - - 30.48 B12D-like protein 
Mtr.8645.1.S1_at 1.57 - 1.20 - - -1.06 Riboflavin biosynthesis protein ribA, chloroplast precursor 
Mtr.48109.1.S1_at 1.36 - - - - -1.25 Putative WRKY4 transcription factor 
Mtr.25557.1.S1_at - 1.39 1.13 - - -1.34 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 
Mtr.31237.1.S1_at - - 0.98 - - 1.09 Hydrolase-like protein 
Mtr.48070.1.S1_at - - 0.95 - - 1.24 Unknown 
Mtr.42876.1.S1_at - 1.38 - - - -1.15 Pathogenesis-related protein 4A 
Mtr.23567.1.S1_x_at - 1.36 - - - -1.26 Unknown 
Mtr.7380.1.S1_at -1.42 - - - - 1.69 Unknown 
Msa.905.1.S1_at -1.67 - - - 9.51 3.73 Leghemoglobin 
Mtr.29429.1.S1_at - -1.41 - 2.12 - -1.12 Unknown 
Mtr.49372.1.S1_at - -2.30 - 3.19 -1.48 - Unknown 
Mtr.12474.1.S1_at - - -1.02 - - -1.13 Isoflavonoid glucosyltransferase 
Mtr.43282.1.S1_at -1.37 - -1.15 - 2.60 -5.48 S-adenosyl-L-methionine: 2,7,4'-trihydroxyisoflavanone 4'-O-methyltransferase 

 

a Only significant differential expressions are shown. in a log2 scale. 
b
 Fold-change of transcript accumulation, as indicated by Ruffel et al. (2008) 
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Annexe 3: Fichiers additionnels du chapitre III 
 
Supplemental Table III.1. Pea collection. Passport and structure data. 
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Reference 

R001 KOROZA Ps Cv Gd Sp Netherlands 1955 Cebecco Nl Pu Wr Ma D2 K07 Bos & van der Want, 1962 

R002 PISUM SATIVUM-AFGHANISTAN JI86 Ps Lr     Afghanistan   JIC Nl Pu Sm Ma D1 K02 Young et al., 1982; Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R003 PISUM SATIVUM-BOLIVIA JI228 Ps SWd/Wd     Bolivia   JIC Nl Pu Sm Sp D2 K04 Jing et al., 2007 

R004 ALASKA Ps Cv Gd Sp United States 1884 Sharpe Nl Wh Sm Ab D2 NA Wilson & Burton, 1938; Murray & Swensen, 1991; Jing et al., 2007;  
Martin-Sanz et al., 2011 

R005 PISUM SATIVUM-INDIA JI1267 Ps Lr Gd   India   JIC Nl Pu Sm Ma D1 K02 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R006 PESOL Ps Lr     Spain   JIC Nl Wh Wr Ab D2 K06   

R007 PISUM SATIVUM-MEXICO JI1844 Ps Lr   Win Mexico   JIC Nl Pu Sm Sp D3 K09 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R008 PISUM SATIVUM-ZAIRE JI2376 Ps SWd/Wd     DR Congo   JIC Nl Wh Sm Ab D2 K04 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R009 PISUM SATIVUM-ZAMBIA JI2383 Ps Lr     Zambia   JIC Nl Wh Sm Ab D2 K04 Martin-Sanz et al., 2011 

R010 PISUM ELATIUS JI1075 Pse Wd     Turkey   JIC Nl Pu Sm Sp D1 K01 Young et al, 1982; Martin-Sanz et al., 2011 

R011 PISUM ELATIUS JI1703 Pse Wd         JIC Nl Pi Wr Ma D2 K07 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R012 PISUM HUMILE JI1794 Psh Wd     Israel   JIC Nl Pu Sm Ma D1 K01 LaRue & Weeden, 1992; Ellis et al., 1998; Weeden et al., 2002; Jing et al., 2007;  
Martin-Sanz et al., 2011; Borisov et al., 2007 

R013 PISUM ABYSSINICUM JI2202 Psa Lr     Yemen   JIC Nl Pi Sm Ab D1 K01 Martin-Sanz et al., 2011 

R014 PISUM FULVUM JI2473 Pf Wd     Israel   JIC Nl Or Sm Ab D1 K01 Martin-Sanz et al., 2011 

R015 PISUM FULVUM JI2523 Pf Wd     Syria   JIC Nl Or Sm Ab D1 K01 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R016 PISUM TRANSCAUCASICUM JI2546 Ps Wd     Georgia   JIC Nl Pu Sm Ma D1 NA Ellis et al, 1998; Jing et al., 2007 

R017 PISUM SPECIOSUM-LIBYA JI2605 Ps SWd/Wd     Libya   JIC Nl Pi Sm Ab D1 K03 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R018 AURALIA Ps Cv Gd Sp Germany 1974 SAALESAATE
N 

Nl Wh Sm Ab D2 NA   

R019 COTE D'OR Ps Lr Fd Win France   INRA, 
Versailles 

Nl Pu Sm Sp D3 K09 Cousin, 1976 

R020 MISTRAL Ps Cv Dry Win France 1991 Serasem Nl Wh Sm Ab D3 K10 Cousin, 1997; Wicker et al, 2003 

R021 WNC  23Z  SPP ARVENSE 1809 Ps Lr Fd Win     INRA, Mons Nl Wh Sm Ab D3 NA   
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R022 WNC  Z61Z  SPP ARVENSE Z009 Ps Lr Fd Win     INRA, Mons Nl Wh Sm Ab D3 NA   

R023 PI273279 Ps Lr Fd   Peru   USDA, WA Nl Pu Sm Sp D2 K05   

R024 PI180693 Ps Cv Gd   Germany <1949 USDA, WA Nl Pi Sm Ab D2 K05 Lockwood & Ballard, 1960; Kraft & Bodge, 2001; Wicker et al, 2003 

R025 552 Ps Bl Gd Sp United States <1992 Gritton, Univ. 
Wis 

Nl Wh Wr Ab D2 K06 Wicker et al., 2003 

R026 DARK SKIN PERFECTION Ps Cv Gd Sp Great Britain 1960 Unilever Ld Nl Wh Wr Ab D2 K06 Hagedorn & Gritton, 1973; Cousin, 1997; Kraft & Bodge, 2001 

R027 90-2131 Ps Bl Gd Sp United States 1990 Kraft, USDA Nl Wh Sm Ab D2 NA Kraft, 1992; Wicker et al, 2003 

R028 SHRAT Ps Lr Gd   India   USDA, WA Nl Pu Sm 
Ma-
Sp D1 K02 Lockwood & Ballard, 1960; 

R029 PI212112 Ps Lr Gd   Afghanistan   USDA, WA Nl Pu Sm Ma D1 K02 Lockwood & Ballard, 1960; Young et al., 1982; 

R030 ENGLISH Ps Bl Fd   Great Britain <2001 INRA, 
Versailles 

Nl Pu Sm Ma D2 K05   

R031 IREGI SARGA Ps Cv Fd Sp Hungary 1963 VIR Nl Wh Sm Ab D2 NA Mandy, 1974 

R032 KIRIN 40 Ps Bl Gd Sp China <2001 INRA, 
Versailles 

Nl Wh Wr Ab D2 K06   

R033 CUZCO 1 Ps Lr Gd   Peru   Lenoble Nl Wh Sm Ab D2 K04   

R034 HAITI COLORE Ps Lr Fd   Haiti   INRA, 
Versailles 

Nl Pu Sm Sp D2 NA   

R035 AFGHANISTAN ASIATICUM Ps Lr Fd   Afghanistan   INRA Nl Pu Sm Sp D1 NA   

R036 NEPAL A Ps Lr Fd   Nepal   INRA Nl Pu Sm Ma D1 K02   

R037 ABYSSINICUM VAVILOVANIUM Psa Lr Fd   Ethiopia   IPK Nl Pu Sm Ab D1 K01   

R038 CAPSICUM Pse Lr Fd   Azerbaidjan   VIR Nl Pu Sm Ma D2 NA   

R039 HATIVER Ps Cv Gd Win Netherlands 1975 Sluis & Groot Nl Wh Sm Ab D2 NA Eteve et al., 1979; Buysse et al., 1983; Cousin, 1997 

R040 TELEPHONE A RAMES Ps Cv Gd Sp Great Britain 1878 Carter Nl Wh Wr Ab D2 K06 Fourmont, 1956 

R041 FIN DE LA BIEVRE Ps Cv Gd Sp France <1952 Vilmorin Nl Wh Sm Ab D2 NA Fourmont, 1956 

R042 MERVEILLE D'ETAMPES Ps Cv Gd Sp France 1880 Bonnemain Nl Wh Sm Ab D2 K04 Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883 

R043 NFG KRUPP PELUSCHKE Ps Cv Fd Sp Germany 1968 DSV Nl Pu Sm Sp D2 K05 Clark & Spencer-Phillips, 1994 

R044 PETIT PROVENCAL Ps Cv Gd Sp Great Britain 1918 Sharpe Nl Wh Sm Ab D2 K06 Fourmont, 1956 

R045 DESIREE Ps Cv Fd Sp Netherlands <1990 Naktuinbouw Nl Pu Sm Ab D2 NA   

R046 LIVIOLETTA Ps Cv Fd Sp Germany 1994 DSV Nl Pu Sm Sp D2 K05 Amey et al., 2008 

R047 BINGEFORS Ps Bl Fd   Sweden <2001 
INRA, 
Versailles Nl Pu Sm Ab D2 K04   

R048 MULTIRESISTANT Ps Bl Gd Sp UnitedStates <2001 
INRA, 
Versailles Nl Wh Wr Ab D2 K06   

R049 AMINO Ps Cv Dry Sp France 1977 Blondeau Nl Wh Sm Ab D2 NA Cousin, 1997; Baranger et al., 2004 

R050 K4626 Ps Lr Fd Sp Lithuania   VIR Nl Pu Sm Sp D2 K05 Baranger et al., 2004 
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R051 CAMEOR Ps Cv Gd Sp France 1973 Seminor Nl Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004 

R052 BALLET Ps Cv Dry Sp Great Britain 1988 Nickerson af Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004; Martin-Sanz et al., 2011 

R053 CERISE-ce,CR Ps Gm Gd   Netherlands 1951 Wellensiek Nl Pi Sm Ma D2 K07 Wellensiek, 1951; Baranger et al., 2004 

R054 CHINA Ps Lr Fd Win China   JIC Nl Wh Sm Ab D1 NA Baranger et al., 2004 

R055 SOMMETTE Ps Cv Gd Sp Netherlands 1972 Sluis & Groot Nl Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004 

R056 MESSIRE Ps Cv Dry Sp France 1989 Serasem Nl Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004; Martin-Sanz et al., 2011 

R057 ZP141 Ps Lr Gd Sp Spain   Univ. Valladolid Nl Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004 

R058 ZP126 Ps Lr Gd Sp Spain   Univ. Valladolid Nl Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004 

R059 PISUM SATIVUM-ETHIOPIA JI1594 Ps Lr Gd   Ethiopia   JIC Nl Pu Sm Sp D2 NA Baranger et al., 2004 

R060 MONGOLIA JI1345 Ps Lr     Mongolia   JIC Nl Wh Sm Ab D2 K05 Baranger et al., 2004; Jing et al, 2012 

R061 PISUM SATIVUM-ETHIOPIA JI1431 Ps  Lr   Win Ethiopia   JIC Nl Pu Sm Ma D3 NA Baranger et al., 2004 

R062 COSTA RICA Ps Lr Gd Sp Costa Rica   JIC Nl Wh Sm Ab D2 K04 Baranger et al., 2004; Jing et al, 2007; Martin-Sanz et al., 2011 

R063 K4269 Ps Lr Dry Sp Lithuania   VIR Nl Wh Sm Ab D2 K05 Baranger et al., 2004 

R064 K1666 Ps Lr   Sp Russia   VIR Nl Wh Sm Ab D2 K05 Baranger et al., 2004 

R065 K8290/NORD Ps Cv Dry Sp Russia 1998 VIR af Wh Sm Ab D2 K08 Baranger et al., 2004 

R066 K4088 Ps Lr   Sp Ukraine   VIR Nl Wh Sm Ab D2 K05 Baranger et al., 2004 

R067 PISUM SATIVUM-HIBERNICUM JI1846 Ps Cv Gd Win Egypt <1961 JIC Nl Pu Sm Sp D3 NA Ellis et al, 1998; Baranger et al., 2004 

R068 YANGWAN Ps Lr Gd Sp China   CAAS Nl Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004 

R069 PISUM HUMILE JI241 Psh SWd/Wd     Israel   JIC Nl Pu Sm Ma D1 K02 
Brewin et al., 1980; Young et al., 1982; Ellis et al., 1998; Baranger et al., 2004;  
Jing et al., 2007;  
Martin-Sanz et al., 2011 

R070 PISUM ELATIUS JI1089 Pse SWd/Wd     Turkey   JIC Nl Pu Sm Sp D1 NA Ellis et al., 1998; Baranger et al., 2004 

R071 CE101=FP Ps Bl Dry Win France <2001 
INRA, 
Versailles Nl Wh Sm Ab D3 K10 Baranger et al., 2004 

R072 CHAMPAGNE Ps Lr Fd Win France   
INRA, 
Versailles Nl Pu Sm Sp D3 K09 Cousin, 1976; Lejeune-Henaut et al., 1999; Baranger et al., 2004 

R073 DP Ps Gm Fd Win France <2001 
INRA, 
Versailles Nl Pu Sm Sp D3 K09 Baranger et al., 2004 

R074 WIRAIG JI190 Ps Lr     Sudan   JIC Nl Pu Sm Ab D1 K03 Baranger et al., 2004 

R075 PISUM ELATIUS JI261 Pse SWd/Wd     Turkey   JIC Nl Pu Sm Ma D1 K01 Lie, 1984; Ellis et al., 1998; Baranger et al., 2004; Jing et al., 2007; 
Martin-Sanz et al., 2011; Borisov et al., 2007 

R076 MELROSE Ps Cv Fd Win United States 1977 Univ. Idaho Nl Pu Sm Sp D3 K09 Auld et al., 1978;  Murray & Swensen, 1991; Baranger et al., 2004 

R077 TERESE Ps Cv Dry Sp Denmark 1988 Pajgergfonden af Wh Sm Ab D2 K08 Baranger et al., 2004 

R078 BACCARA Ps Cv Dry Sp France 1991 Florimond-
Desprez 

af Wh Sm Ab D2 K08 Cousin, 1997; Baranger et al., 2004; Wicker et al, 2003 ; Martin-Sanz et al., 2011 

R079 CHEYENNE Ps Cv Dry Win France 1998 GAE af Wh Sm Ab D2 NA Baranger et al., 2004; Martin-Sanz et al., 2011 
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R080 GLACIER Ps Cv Dry Win United States 1983 Univ. Idaho Nl Pu Wr Sp D3 K09 Auld et al., 1983; Baranger et al., 2004 

R081 HOLLY11 Ps Lr Fd Win Hungary   INRA, 
Versailles 

Nl Pu Sm Sp D3 K09 Baranger et al., 2004 

R082 KARNOBAT Ps Cv Dry Win Bulgaria <2001 INRA, Mons Nl Pu Sm Sp D3 NA Baranger et al., 2004 

R083 KAZAR Ps Cv Dry Win France 1988 Clause Nl Wh Sm Ab D3 K10 Baranger et al., 2004 

R084 TORSDAG Ps Cv Gd Sp Sweden 1925 VIR Nl Wh Sm Ab D2 K05 Virtanen et al., 1937; Wilson & Burton, 1938; Baranger et al., 2004 

R085 WINTERBERGER Ps Lr Fd Win Germany   
INRA, 
Versailles Nl Pu Sm Sp D3 K09 Lejeune-Henaut et al., 1999; Baranger et al., 2004 

R086 DU CHEMIN LONG Ps Cv Gd Sp France 1905 Tézier Nl Wh Sm Ab D2 NA Fourmont, 1956; Baranger et al., 2004 

R087 CLAMART HATIF Ps Cv Gd Sp France <1883 
INRA, 
Versailles Nl Wh Sm Ab D2 K04 Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883 

R088 MICHAUX DE PARIS Ps Cv Gd Sp Netherlands 1660 Michaux Nl Wh Sm Ab D2 NA Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956 

R089 CHAMPION D'ANGLETERRE Ps Cv Gd Sp Great Britain 1853 Fairbeard Nl Wh Wr Ab D2 NA Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956 

R090 PLEIN LE PANIER Ps Cv Gd Sp Great Britain 1870 Laxton Nl Wh Sm Ab D2 NA Fourmont, 1956 

R091 SERPETTE D'AUVERGNE Ps Cv Gd Sp France 1829 
INRA, 
Versailles Nl Wh Sm Ab D2 K04 Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956 

R092 CAROUBY DE MAUSSANE Ps Cv Gd Sp France 1931 Clause Nl Pu Sm Sp D2 K04 Fourmont, 1956 

R093 CORNE DE BELIER Ps Cv Gd Sp France 1818 
GEVES, 
France 

Nl Wh Sm Ab D2 K04 Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956 

R094 90-2079 Ps Bl Gd Sp United States 1990 Kraft, USDA af Wh Sm Ab D2 NA Kraft, 1992; Pilet-Nayel et al., 2002 ; Wicker et al, 2003 

R095 FRISSON Ps Cv Dry Win France 1979 INRA Nl Wh Sm Ab D3 K10 Eteve et al., 1979; Cousin, 1997; Lejeune-Henaut et al., 1999; 
Baranger et al., 2004 

R096 L1073 Ps Bl Gd   Sweden <1960 Lamprecht Nl Pu Sm Ma D2 NA Veitenheimer & Gritton, 1984; Lewis & Gritton, 1992 

R097 AUSTIN Ps Cv Dry Sp France 1998 Nickerson af Wh Sm Ab D2 K08 Bourion et al., 2007 

R098 271-134 Ps Lr     Afghanistan   INRA, 
Versailles 

Nl Pu Sm Ma D1 K02  

R099 PISUM SATIVUM-ETHIOPIA JI281 Ps Lr     Ethiopia   JIC Nl Pu Sm Ab D1 K03 Ellis et al., 1998; Lu et al., 1996; Baranger et al., 2004; Martin-Sanz et al., 2011 

R100 PUGET Ps Cv Gd Sp Great Britain 1967 Brotherton Nl Wh Wr Ab D2 K06 Hussey & Gunn, 1984; Pilet-Nayel et al., 2002 

R101 ISARD Ps Cv Dry Win France 2005 Agriobtention af Wh Sm Ab D3 K10 Martin-Sanz et al., 2011 

R102 KAYANNE Ps Cv Dry Sp France 2008 Momont af Wh Sm Ab D2 K08   

R103 ASTRONAUTE Ps Cv Dry Sp France 2012 Serasem af Wh Sm Ab D2 K08   

R104 TIL336/11 Ps Bl Dry Win France <2012 INRA, Mons af Wh Sm Ab D3 K10   

 
 

(a) Pf: Pisum fulvum, Ps: Pisum sativum, Psa: Pisum sativum subsp. abyssinicum, Pse: Pisum sativum subsp. elatius, Psh: Pisum sativum subsp. humile ; (b) Bl: Breeding line, 
Cv: Cultivar, Gm: Germplasm, Lr: Landrace, SWd: Semi-Wild, Wd: Wild ; (c) Fd: Fodder, Gd: Garden, Dry: Dry pea ; (d) Sp: Spring, Win: Winter ; (e) af: afila, Nl: Normal 
leaf; (f) Or: Orange, Pi: Pink, Pu: Purple, Wh: White; (g) Sm: Smooth, Wr: Wrinkled; (h) Ab: Absent, Ma: Marbling, Sp: Spots 
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(Amey et al., 2008) 
(Auld et al., 1978) 
(Auld et al., 1983) 
(Bos & van der Want, 1962) 
(Buysse et al., 1983) 
(Clark & Spencer-Phillips, 1994) 
(Eteve et al., 1979) 
(Hagedorn & Gritton, 1973) 
(Hussey & Gunn, 1984) 
(Kraft, 1992) 
(Kraft & Boge, 2001) 
(Lejeune-Henaut et al., 1999) 
(Lewis & Gritton, 1992) 
(Lie, 1984) 
(Lockwood & Ballard, 1960) 
(Lu et al., 1996) 
(Mandy, 1974) 
(Martin-Sanz et al., 2011) 
(Murray & Swensen, 1991) 
(Virtanen et al., 1937) 
(Veitenheimer & Gritton, 1984) 
(Wellensiek, 1951) 
(Wicker et al., 2003) 
(Wilson & Burton, 1938) 
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Supplemental Table III.2. Description of the Rhizobium leguminosarum symbiovar viceae strains 

 

Strain name  Strain code Culture conditions Species Origin Reference 

 TOM   YM, 28°C 
Rhizobium leguminosarum sbv. 

viciae Turkey Winarno R and Lie T.A., 1979 

3841   YM St 500, 28°C 
Rhizobium leguminosarum sbv. 

viciae United Kingdom    

P1NP2H SA YM, 28°C 
Rhizobium leguminosarum sbv. 

viciae France  Laguerre et al., 2003 

 P1NP2K  SD YM, 28°C 
Rhizobium leguminosarum sbv. 

viciae France   Laguerre et al., 2003 

 Sl16 SE YM, 28°C 
Rhizobium leguminosarum sbv. 

viciae  Algeria  Riah et al., 2014 

SF  SF  Rif 300, 28°C 
Rhizobium leguminosarum sbv. 

viciae 
Spontaneous Rifr mutant derived from 

TOM Laguerre, unpublished 

3841-sp2 SK YM St 300 Sp300, 
28°C 

Rhizobium leguminosarum sbv. 
viciae Spr mutant derived from 3841  Gift of Philip Poole, JIC, UK 

 
 
 
 
 
 
 

Supplemental Table III.3. Oligonucleotide primers used to identify specific strains 

 

Name   Sequence Targeted sequence Targeted strain 

nodjfw  forward TTGGAACGTATGCATTCGGTCC IGS nodD-nodF SA 

noddfw forward ATTGGAAACTACGCATTCGCTGT IGS nodD-nodF SD 

nodugfw forward ACAGCCCCAGTAATTAGATCCAT IGS nodD-nodF SE 

NBF12 reverse universal GGATCRAAAGCATCCRCASTATGG     
 

Primers concentration was 400nM. Each cycle consisted of 30 sec denaturation at 95°C , 30 sec annealing at 59°C  and 30 sec extension at 72°C 
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Supplemental Table III.4. Summary statistics of the ANOVA analyses performed on the phenotypic data collected in the E1 experiment 

 

       Genoype effect Block effect 

Phenotypic variable 
Nb of 
accessions 

Nb of 
observations Mean Min Max 

Adjusted 
R² Pr(>F)   Pr(>F)   

Shoot dry weight (mg per plant) 104 624 958.0 148.4 2226.3 0.84 
< 2.2e-

16 *** 
< 2.2e-

16 *** 
Nodule dry weight (mg per 
plant) 104 312 57.2 1.0 146.1 0.77 

< 2.2e-
16 *** 0.00171 ** 

Nodule number per plant 104 312 155.2 3.0 520.0 0.66 
< 2.2e-

16 *** 
< 2.2e-

16 *** 
 

Significance p-value codes: 0< ‘***’ <0.001≤ ‘**’ <0.01 ≤‘*’ <0.05≤ ‘ns’ <1 
 
 
 

Supplemental Table III.5. Summary statistics of the ANCOVA analyses of the relationship between shoot and nodule dry weight and between shoot 

and nodule number in E1 

 
      Nodule dry weight effect Categorical variable effect Interaction effect   Nodule number effect Categorical variable effect Interaction effect 

Categorical variable Nb of obs Adj R² Pr(>F)   Pr(>F)   Pr(>F)   Adj R² Pr(>F)   Pr(>F)   Pr(>F)   

Status 104 0.75 <2E-16 *** 0.52350 ns 0.71260 ns 0.48 1.20E-15 *** 0.11620 ns 0.68460 ns 

Registration 49 0.84 <2E-16 *** 0.01359 * 0.88843 ns 0.61 5.32E-10 *** 0.00633 ** 0.43845 ns 

Sowing type 66 0.82 <2E-16 *** 0.00036 *** 0.29087 ns 0.51 2.13E-11 *** 1.62E-01 ns 0.20040 ns 

DAPC group 104 0.80 <2E-16 *** 0.00020 *** 0.02114 * 0.47 9.21E-16 *** 0.16110 ns 0.43070 ns 

fastSTRUCTURE cluster 54 0.87 <2E-16 *** 0.00020 *** 0.82838 ns 0.80 <2E-16 *** 5.55E-08 *** 0.07213 . 

Origin 104 0.81 <2E-16 *** 0.24930 ns 0.00150 ** 0.60 <2E-16 *** 0.00131 ** 0.07820 . 

Use 72 0.75 <2E-16 *** 0.01884 * 0.14405 ns 0.48 5.74E-12 *** 0.01256 * 0.19967 ns 

 
Significance p-value codes: 0< ‘***’ <0.001≤ ‘**’ <0.01 ≤‘*’ <0.05≤ ‘ns’ <1 
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Supplemental Table III.6. Median, Mean, Min and Max values of relative frequencies of the five Rlv strains within the DAPC or cluster groups 

 

  

Nb of accessions 

SA SD SE SF SK 

    Median Mean Min Max Median Mean Min Max Median Mean Min Max Median Mean Min Max Median Mean Min Max 

Pea collection 104 0.730 0.675 0.015 0.953 0.121 0.138 0.000 0.551 0.000 0.011 0.000 0.156 0.000 0.049 0.000 0.971 0.094 0.128 0.000 0.621 

D
A

P
C

 g
ro

up
 

D1 21 0.377 0.481 0.015 0.950 0.077 0.118 0.000 0.551 0.000 0.018 0.000 0.156 0.015 0.220 0.000 0.971 0.079 0.163 0.000 0.621 

D2 63 0.741 0.724 0.348 0.953 0.121 0.143 0.000 0.400 0.000 0.008 0.000 0.089 0.00 0.006 0.000 0.406 0.106 0.119 0.000 0.400 

D3 19 0.741 0.724 0.433 0.897 0.143 0.143 0.000 0.304 0.000 0.013 0.000 0.079 0.00 0.000 0.000 0.000 0.094 0.119 0.016 0.330 

fa
st

S
T

R
U

C
T

U
R

E
 c

lu
st

er
 

K01 7 0.306 0.283 0.022 0.492 0.053 0.141 0.015 0.551 0.000 0.014 0.000 0.095 0.102 0.225 0.000 0.761 0.327 0.337 0.041 0.621 

K02 7 0.344 0.393 0.015 0.825 0.156 0.134 0.000 0.310 0.000 0.025 0.000 0.156 0.017 0.347 0.000 0.971 0.079 0.102 0.015 0.344 

K03 3 0.923 0.929 0.914 0.950 0.000 0.026 0.000 0.077 0.000 0.006 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.040 0.000 0.069 

K04 11 0.778 0.758 0.559 0.877 0.136 0.137 0.015 0.273 0.000 0.003 0.000 0.018 0.000 0.000 0.000 0.000 0.091 0.103 0.018 0.225 

K05 11 0.730 0.709 0.400 0.929 0.147 0.165 0.000 0.320 0.000 0.013 0.000 0.048 0.000 0.000 0.000 0.000 0.082 0.114 0.017 0.250 

K06 8 0.741 0.746 0.580 0.887 0.161 0.173 0.037 0.380 0.0147 0.013 0.000 0.043 0.000 0.000 0.000 0.000 0.064 0.068 0.016 0.118 

K07 3 0.622 0.624 0.488 0.762 0.206 0.234 0.178 0.317 0.000 0.030 0.000 0.089 0.000 0.000 0.000 0.000 0.111 0.113 0.032 0.195 

K08 6 0.728 0.721 0.600 0.862 0.100 0.105 0.000 0.200 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167 0.174 0.017 0.400 

K09 8 0.787 0.763 0.594 0.897 0.132 0.142 0.000 0.304 0.000 0.018 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000 0.000 0.066 0.078 0.031 0.172 

K10 6 0.725 0.702 0.433 0.895 0.113 0.124 0.018 0.227 0.000 0.005 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.154 0.169 0.088 0.330 

 
 
Supplemental Table III.7. Summary statistics of the ANOVA analyses performed on the phenotypic data collected in the E2 experiment 

 

       Pea effect Rlv effect Pea x Rlv effect 

Phenotypic variable Nb of accessions 
Nb of 
observations Mean Min Max 

Adjusted 
R² Pr(>F)   Pr(>F)   Pr(>F)   

Shoot dry weight (mg per plant) 18 689 1588.7 19.8 6302.0 0.89 < 2.2e-16 *** < 2.2e-16 *** < 2.2e-16 *** 

Nodule number per plant 18 179 172.0 0.0 589.0 0.93 < 2.2e-16 *** < 2.2e-16 *** < 2.2e-16 *** 

 
Significance p-value codes: 0< ‘***’ <0.001≤ ‘**’ <0.01 ≤‘*’ <0.05≤ ‘ns’ <1 
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Supplemental Table III.8. Summary statistics of the linear regression analyses performed for 
the five strains between nodulation index evaluated in E2 and competitiveness evaluated in 
E1 
 

Rlv strain 

Nb of 

accessions Adj R² Pr(>F)   

SA 18 0 0.449 ns 

SD 18 0 0.923 ns 

SE 18 0 0.271 ns 

SF 18 0.79 5.512E-07 *** 

SK 18 0 0.381 ns 
 

Significance p-value codes: 0< ‘***’ <0.001≤ ‘**’ <0.01 ≤‘*’ <0.05≤ ‘ns’ <1 
 

 

 

 

Supplemental Table III.9. Summary statistics of the linear regression analyses performed for 
the five strains between shoot dry matter index evaluated in E2 and competitiveness evaluated 
in E1 
 

Rlv strain 

Nb of 

accessions Adj R² Pr(>F)   

SA 18 0.41 0.002 ** 

SD 18 0 0.343 ns 

SE 18 0 0.963 ns 

SF 18 0.47 0.001 ** 

SK 18 0 0.980 ns 
 

Significance p-value codes: 0< ‘***’ <0.001≤ ‘**’ <0.01 ≤‘*’ <0.05≤ ‘ns’ <1 
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Supplemental Fig. III.1. FastSTRUCTURE analysis. Log Likelihood of the model as a function of the number 
of clusters for each of the five runs 
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Supplemental Fig. III.2. Genetic structure of the pea collection using the fastSTRUCTURE 
analysis 

D1: Wild D2: Spring D3: Winter
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Supplemental Fig. III.3. Relationship between shoot dry matter and nodule dry matter (a) or 
nodule number per plant (b), for the 17 pea accessions belonging to D1 according to their 
membership to kluster groups in the multi-inoculation experiment (E1) 
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Supplemental Fig. III.4. Relationship between shoot dry matter and nodule dry matter (a) or 
nodule number per plant (b), for the 29 pea cultivars belonging to D2 or D3 according to their 
membership to kluster groups in the multi-inoculation experiment (E1) 
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Supplemental Fig. III.5. Strain frequencies in the nodules of 104 pea accessions (E1 
experiment). + indicates the mean frequency for each of the five strain. All outliers are 
identified by accession numbers. Colour indicates DAPC group affiliation: violet for D, green 
for D2 and brown for D3 
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Supplemental Fig. III.6. For 18 pea accessions multi-inoculated with a mixture of five Rlv 
strains (E1 experiment): (a) Strain frequencies in the nodules (b) Relationship between shoot 
dry matter and nodule dry matter 
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Supplemental Fig. III.7. Relationship between shoot dry matter in the mono-inoculation 
experiment (E2) and (a) shoot dry matter in multi-inoculation (E1 experiment) or (b) nodule 
number per plant in mono-inoculation (E2 experiment), for 18 pea accessions 
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Supplemental Fig. III.8. Nodule number per plant of 18 pea accessions with each of the five 

Rlv strains in mono-inoculation (E2 experiment) 
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Annexe 4 : Liste des jeux de données utilisés au cours de la thèse 
Concernant la première approche : 

- des données de phénotypage racinaire, nodulaire et aérien, acquises à 4 stades successifs de 

développement, sur 10 accessions de pois, dont 7 lignées parentes de populations de lignées 

recombinantes, cultivées en pots, soumises à faible dose de nitrate (2,5 mM) et inoculées avec 

une souche de Rlv (1007)  

- des données de phénotypage racinaire, nodulaire et aérien, acquises sur 3 accessions de pois 

parmi les 7 lignées parentes, cultivées en pots et en poches, sans apport de nitrate ou avec 

faible apport (2,5 mM) et mono-inoculées avec une des 2 souches de Rlv (1007, P221) pour 

comparaison 

- des données phénotypiques acquises au champ (Epoisses) pendant deux années sur la 

population de 153 lignées recombinantes RIL4 avec 1 kg N/ha d’azote marqué (15N): 

biomasse des pailles et des graines, poids de mille grains, teneur en N des pailles et des 

graines, mesures de δ15N pour chaque lignée et sur de l’orge (= plante de référence non 

fixatrice) 

- des données de phénotypage racinaire, nodulaire et aérien, acquises à début floraison sur 

cette population, cultivée en serre et en pots, soumise à faible dose de nitrate (2,5 mM, 1% 

15N) et inoculée avec une souche de Rlv (P221)  

- des données de phénotypage racinaire, nodulaire et aérien, acquises en cinétique jusqu’à 

début floraison sur cette population, cultivée en serre et en poches, soumise à faible dose de 

nitrate (2,5 mM, 1% 15N) et inoculée avec une souche de Rlv (P221) 

- des mesures de δ15N pour chaque lignée cultivée en serre, en pots ou en poches 

- des images scannées de systèmes racinaires nodulés au stade début floraison des plantes 

cultivées en pots ou en poches et de dessins des systèmes racinaires nodulés faits en cinétique 

à partir des poches, pour l’ensemble des lignées de la population 

- des images scannées des différents étages de feuilles des plantes cultivées en poches, pour 

l’ensemble des lignées de la population 

- des données de cartographie génétique obtenues sur cette population, comprenant 152 

marqueurs essentiellement microsattellites et couvrant 1140 cM (Loridon et al., 2005; Aubert 

et al., 2006) 
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Concernant la deuxième approche : 

- des données de phénotypage racinaire, nodulaire et aérien, acquises à 5 dates successives sur 

deux génotypes de M. truncatula, le mutant TR185 et le sauvage J5, cultivés en hydroponie et 

en absence d’inoculation par du Rhizobium, soumis à deux doses de nitrate (1 mM et 10mM) 

- des images scannées de systèmes racinaires acquises aux 5 dates de prélèvement pour les 2 

génotypes de M. truncatula et les 2 doses de nitrate 

- des photos vues de dessus des parties aériennes acquises aux 5 dates de prélèvement pour les 

2 génotypes de M. truncatula et les 2 doses de nitrate 

- des données de teneur en acides aminés des parties aériennes et des racines, acquises à 2 des 

5 dates de prélèvement pour les 2 génotypes de M. truncatula et les 2 doses de nitrate 

- des données de teneur en lignine des racines, acquises à 2 des 5 dates de prélèvement pour 

les 2 génotypes de M. truncatula et les 2 doses de nitrate 

- des données normalisées d’expression de gènes obtenues sur puces Affymetrix à une des 5 

dates de prélèvement pour les 2 génotypes de M. truncatula et les 2 doses de nitrate 

 

Concernant la troisième approche : 

- des données passeport mises à jour sur une collection de 104 accessions de pois 

- des données de phénotypage racinaire, nodulaire et aérien, acquises à deux dates (8 jours et 

4 semaines), sur cette collection de 104 accessions de pois, cultivée en serre et en pots, 

soumise à faible dose de nitrate (0.625 mM) et inoculée avec un mélange de 5 souches de Rlv  

- des images scannées de systèmes racinaires nodulés et des nodules isolés pour l’ensemble de 

cette collection de 104 accessions de pois 

- des images scannées des différents étages de feuilles des plantes pour l’ensemble de cette 

collection de 104 accessions de pois 

- des données de composition de la population de souches associée, à 4 semaines, sur cette 

collection de 104 accessions de pois, cultivée en serre et en pots, soumise à faible dose de 

nitrate et inoculée avec un mélange de 5 souches de Rlv  

- des données de phénotypage nodulaire et aérien, sur 18 accessions de pois constituant un 

sous-échantillon de la collection des 104, cultivées en serre et en pots, sans apport de nitrate,  

mono-inoculées par chacune des 5 souches ou non-inoculées (contrôle) 

- des données de structuration génétique de la collection des 104 accessions de pois, utilisant 

les données génotypiques obtenues à partir de la puce GenoPea Illumina Infinium développée 

récemment (Tayeh et al., 2015), incluant 13.2 K marqueurs SNP couvrant l’ensemble du 

génome.



  Annexe 5 

223 

Annexe 5 : Poster décrivant la diversité de la collection de pois 
Genetic diversity of nodulated root structure and nitrogen nutrition in a core 

collection of pea 
 

V. Bourion, H. de Larambergue, V. Aubert, C. Martin, M. Martinello, C. Delaitre, G. Aubert, M. Siol, G. Duc, 
J. Burstin 
INRA, UMR1347 Agroécologie, GEAPSI, BP 86510, 21000 Dijon, France  
Corresponding author: virginie.bourion@dijon.inra.fr 
Poster. 7th EPSO Conference Porto Heli , 01-04 September 2013. 
 
Introduction:  Pea (Pisum sativum) is the third most important grain legume worldwide and the increasing 
demand for protein-rich raw material for animal feed or human nutrition has led to a greater interest in this crop 
as a protein source. 

Legumes have the natural ability to use, as main nitrogen (N) resource, the atmospheric N2 from 
symbiosis in nodules with Rhizobiaceae spp. Legumes thus do not need N fertilizers. However, N nutrition can 
still be a limiting factor of yield and seed quality in legumes. Nodules are very sensitive to their local 
environment, in particular to nitrate, and root systems of N2 fixing legumes are poorly developed, which makes 
them unable to explore a large soil volume and sensitive to unfavourable conditions. 

This study assessed the potential of naturally occurring genetic variability of nodulated root structure and 
functioning traits to improve yield pea performance. 

 
 
Material and Methods: One hundred and four pea accessions were selected from the French pea collection 
based on their genetic diversity and agronomic traits. This core-collection includes 44 cultivars, 10 inbred lines, 
28 landraces, and 22 wild genotypes. Two among the accessions are Pisum fulvum and all others are Pisum 
sativum. Most of the P sativum belong to subsp sativum but 2 belong to subsp abyssinicum and 4 to subsp 
elatius. 

A glasshouse experiment was performed in a three-block randomised design, with one pot per genotype 
and four plants per pot in each block (Fig,1). The 2-L pots were filled with a 1:1 (v/v) mixture of sterilized 
atapulgite and clay balls, with a cell suspension of a Rhizobium leguminosarum bv. viciae (108 per seed) and 
supplied with a 0,625 mM 15N labelled nitrate (1% 15N). 

The thousand seed weight (TSW) of each accession was determined before sowing. Two plants per pot 
were harvested for measurements at two different dates: 8-day and 4-week after sowing. The two 8-day old 
plants were spread onto a transparent sheet and scanned as digital images with an A3 colour scanner (Fig.2A).  

The root system of each 4-week old plant was carefully spread onto a transparent sheet to minimise root 
overlapping and scanned (Fig.2B). All nodules were then peeled and scanned (Fig.2C). Total root length 

Figure 1: Experimental setup in the glasshouse
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(TRootL), mean root diameter (RootD) and nodule projected area (TNodPA) were further determined by image 
analysis using WinRhizo® Software. All first order lateral roots and nodules were counted (NLatRoot, NNod). 
Roots and nodules were oven-dried separately at 80°C for 48 and weighed (RootB, NodB) and the average 
nodule biomass calculated (ANodB).  

In addition, shoot length (ShootL) was measured in all experiments and leaves of 4-week old plants were 
scanned (Fig.2D) and further analysed to determine total leaf area (LeafA). Then shoots were oven-dried for dry 
matter measurement (ShootB). Shoot nitrogen content (ShootNC) was estimated by mass spectrometry and the 
part of nitrogen accumulation derived from symbiotic fixation (NDFA) was calculated using the isotope dilution 
technique (Duc et al. 1988). 
 

 
 
Results: Significant variations between accessions were observed for most traits describing the nodulated root 
structure and which were obtained from measurements and root image analysis (NLatRoot, TapRootL, RootD, 
RootB, TRootL, NNod, NodB, ANodB, TNodPA) (Fig.3). 

Significant variations between accessions were also observed for carbon and N acquisition traits, 
estimated respectively from leaf surface area, shoot biomass (LeafA, ShootB) and N content and nitrogen 
fixation measurement (ShootNC, NDFA) (Fig.3). 

A significant positive relationship was found between NNod, NodB, NLatRoot, RootB and NDFA, with 
significant correlations ranging from 0.45 to 0.66 (Fig.4). 
 

 

Figure 2: Successive scanned images for two different accessions.
A Whole 8-day old plants. B Whole 4-weekroot system. C All nodulesof 4-weekday plant.
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Figure 4: PCA analysis of the 104 accessions using 14 active & 1 supplementary variables 
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Figure 3: Frequency distribution of the 104 pea accessions for traits describing
the nodulated root structure and the nitrogen nutrition at t he 4-week stage
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Conclusion-Perspectives: This analysis highlighted the high variability for the nodulated root structure and the 
nitrogen acquisition among the 104 pea accessions. A highly significant correlation was observed between 
lateral root number, nodule number and nitrogen acquisition traits. Further analyses will be performed to 
identify associations between molecular and nodulated root structure or functioning diversity. An analysis of the 
structure of the French pea collection has been performed with the software DaPC (Jombart et al., 2010) based 
on 353 SNPs and 32 SSR markers, showing that the material in the core collection could be assigned to 6 
distinct genetic groups. 
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