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RESUME

La culture de Légumineuses présente le doubleéintier permettre une production de graines
a haute valeur nutritionnelle sans nécessité dppod d’engrais azoté. La nutrition azotée
des légumineuses dépend en effet majoritairementia dixation symbiotique de l'azote
atmosphérique réalisée par des bactéries du sothieobia, au sein des nodosités, et dans
une moindre mesure, de I'assimilation de I'azoteéral du sol par les racines.

Une meilleure compréhension a été acquise surne@e génétique de la mise en
place des racines et des nodosités et sur leurcimguat la nutrition azotée. Une grande
variabilité génétiqgue pour ces caractéres a été& ms évidence, ainsi que l'existence de
corrélations génétigues entre eux. Une approchegéigetique quantitative a permis
d’identifier des régions génomiques pouvant étrelignées dans leurs variations. Deux
pistes d’amélioration de la nutrition azotée onssauété étudiées : I'amélioration de
l'acquisition d'azote par les racines a partir ddutude détaillée d’'un mutant de
développement racinaire, et 'amélioration de lamipse via I'étude de la capacité des pois a
favoriser les associations symbiotiques avec leelbia les plus performants.

Les résultats obtenus apportent des bases deioéflesncernant la conception d’'un
idéotype de nutrition azotée. Au-dela de la complédtarité indispensable entre les deux
voies d’acquisition d’azote, il convient d’optimisBinteraction entre les deux partenaires
symbiotiques, mécanisme complexe mettant en jelortaation et le fonctionnement des
nodosités, en lien avec une signalétique et demraictions trophiques complexes entre

partenaires et intra-plante.



ABSTRACT

Grain legume pulse crops are of great interestléavaa production of seeds high nutritional
value without any contribution of nitrate fertilizélhe nitrogen nutrition of legumes depends
indeed mainly on the fixation in nodules of atmamph dinitrogen through the plant-
rhizobium symbiosis, and to a lesser extent, abwory roots of soil mineral nitrogen.

A better understanding has been obtained on thetigesontrol of the development of
roots and nodules and on their impact on nitrog&ntion. High genetic variability of these
characters has been detected, and the existenageradtic correlations between them
demonstrated. A quantitative genetic approach Hestified several genomic regions that
may be involved in their variations. The two diffat ways to improve nitrogen nutrition
were also studied: the improvement of nitrogen &itijpn by roots through a detailed study
of a root architecture mutant, and the improvenoéistymbiosis via the study of the ability of
peas to promote symbiotic associations with thetmfsctive rhizobia.

The results provide interesting bases for the desif a pea nitrogen-nutrition
‘ideotype’. Beyond the essential complementarityween the two pathways of nitrogen
acquisition, it is necessary to optimize the intéoam between the two symbiotic partners,
which is a complex mechanism involving nodules fation and functioning in connection

with complex signaling and trophic interactionsvibetn the partners and intra-plant.
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Le contexte mondial nécessite un accroissemerda gebuction agricole pour faire face a un
accroissement de la population, tout en limitaspport d’intrants et en prenant en compte les
contraintes de changement climatique. Face a geaxena culture de légumineuses présente
le double intérét de permettre une production deings a haute valeur nutritionnelle,
notamment riches en protéines, sans nécessité apport d’engrais azoté. Pour la FAO
(Organisation des Nations Unies pour l'alimentatiein I'agriculture), I'année 2016 est
d’ailleurs celle ou les légumineuses a grainess(duaricots, lentilles, pois chiches etc.) sont
mises a I’honneur pour leur intérét nutritionneleetrs bienfaits agricoles (Fig. 1).

La nutrition azotée des légumineuses a grainesndépajoritairement de la fixation
symbiotique de I'azote atmosphérique réalisée parlihctéries du sol, les rhizobia, au sein
des nodosités racinaires et, dans une moindre meder’acquisition de I'azote minéral du
sol par les racines. Cependant, la nutrition azol&e légumineuses peut étre un facteur
limitant de leur rendement. En effet, la fixatiopmbiotique d’'azote est trées sensible aux
conditions environnementales (stress abiotiquestjgoies) et le faible développement des
racines fréequemment observé chez les léegumineusgdimiter le prélevement en eau et en
éléments minéraux (dont les nitrates).

Compte-tenu de sa faible accessibilité, le systémeinaire des plantes est
particulierement difficile a étudier. Chez les légneuses, il est, de plus, le support de deux
voies d’acquisition de l'azote et sa mise en plateson fonctionnement sont donc
particulierement complexes. En particulier, diffées études ont montré que les
développements racinaire et nodulaire sont en ctigmépour I'utilisation des ressources en
C disponibles (Salomt al, 2001; Voisinet al, 2007). D’autres études ont montré que la
structure génétique des populations de rhizobiaulaod le pois varie selon le génotype
végeétal et se traduit par une diversité fonctiolenal niveau de la plante, avec des effets sur
les développements racinaire et nodulaire (Boueioal, 2007; Laguerret al, 2007; Depret
& Laguerre, 2008).

Cette these a été réalisée a 'TUMR Agroécologiatd Mixte de Recherche (AgroSup

Dijon, INRA, Université de Bourgogne Franche-Coméd)plus précisément au sein du pole



Introduction générale

Organisation des Mations Unies
pour I'alimentation
et Fagriculture

ANNEE INTERNATIONALE
DES LEGUMINEUSES
des graines paur nourrir Favenir

Fig. 1. L'année internationale des légumineuses vise &ilskser I'opinion publigue aux avantages
nutritionnels des légumineuses dans le cadre dwoduction durable, en appui a la sécurité alimentet
nutritionnelle de tous les pays.
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GEAPSI (déterminismes Génétiques et Environnemgrdeu’ Adaptation des Plantes a des
Systemes de culture Innovants). Un des enjeux tdtiges de ce poble est d’acquérir des
connaissances sur les mécanismes génétiques éblpbipies a la base du prélevement des
ressources telluriques (N, S) par les l[égumineusss, en interaction avec des partenaires
biotiques (plantes adventices ou associées et angaaismes du sol) ; avec pour objectif
finalisé l'identification d’idéotypes variétaux gdantes pouvant constituer des leviers pour la
conception de systemes de cultures plus économiesrants. Les expérimentations réalisées
dans le cadre de la these ont été réalisées daredie de différents programmes (Projet
européen GLIP, projet INRA AgroBl, projet ANR GENBR, projet BAP SYMBIOPEA)
visant a enrichir les connaissances scientifiqti@speomouvoir la culture des Iégumineuses.
L’objectif principal de cette thése a été de recher des déterminants génétiques et
moléculaires de la plante impliqués dans l'architex racinaire et nodulaire du pois et
d’évaluer leur impact sur la nutrition azotée delante en interaction avec des souches de

rhizobium.
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1. Généralités sur les symbioses rhizobia-légumineuses

Intérét de la symbiose fixatrice d’azote

L’azote (N) est un nutriment essentiel pour lesnfda. C'est en effet un des éléments
fondamentaux des composants cellulaires nécessail@s/ie, notamment pour la synthése
des acides nucléiques et des protéines indisp@ssabla reproduction et a la croissance.
L’azote est tres abondant dans I'atmosphére (79%lemais sa disponibilité dans le sol,
sous forme de nitrates ou d’ammonium pouvant é&teypes par les racines des plantes, est
souvent limitée. En conséquence, de nombreusagesiihécessitent un apport de fertilisants
azotés organiques ou de synthese pour atteindneeddsments satisfaisants. Les besoins d’N
sous forme d’engrais industriels représentent grid20 Mt par an (Gallowast al, 2008;
Fowler et al, 2013). La production industrielle de ces engpas le procédé Haber-Bosch
consiste en une réduction a hautes températureresisipn du N atmosphérique en
ammonium, réaction appelée fixation azotée. La dgajquantité d’énergie qu’elle nécessite
est généralement d’origine fossile et cette consatiam entraine la libération d’'une grande
quantité de C@dans I'atmosphére, estimée a 300 Mt par an (Jesisah 2012). En outre,
I'utilisation accrue des engrais azotés accroisseribrmation d’azote réactif négatif pour
I'environnement, sous forme de nitrate dans les soh explorés par les racines ou les eaux
de drainage et par émissions de gaz a effets de, ssnmoniac ou d’oxydes d’azote, dans
I'air (Bouwmanet al, 2013; Fowleret al, 2013).

Les légumineuses sont capables d'utiliser 'azaeegx comme source principale
d’azote, ceci grace a une symbiose avec des bestdui sol, collectivement appelés rhizobia.
Ces bactéries naturellement existantes dans leca@olertissent le Natmosphérique en
ammonium assimilable par la plante ; on parle atterdixation symbiotique de I'azote (en
anglais, BNF, Biological Nitrogen Fixation). Lestiegations de quantité d’'N symbiotique
fixé par les cultures de légumineuses sont de 6@avitan, auxquels s’ajoutent 60 Mt fixés
par les foréts et prairies naturelles et 140 Mtlparocéans (Herridget al, 2008; Fowleret
al., 2013). Plus précisément, la part fixée par ldsums de Iégumineuses a graines est
estimée a 21 Mt, dont 3 Mt pour les légumineuselses en protéines (pois chiche, haricot,
pois, féverole, lentille pour les principales) espectivement 16 Mt et 2 Mt pour les deux

légumineuses a graines riches en huile, le sdjarathide (Herridgeet al, 2008).
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Tribe Genus Species
Lens L. culemaris (lentil) \
Viceae Vicia V. fafeer (Faba bean)
(25-29 MIY A L Fisum £, sativam (zarden pea)
"._ Melilotus M. efficialis 1sweet clover) —
(37-38 MYA) t‘. Trifolicac Trifolium T, pratense (red clover) > Galégoide
A Metago—] 1 s
e C T OO e Ccer C. arietinum (chickpea)
Loteae====Lotus L. japonicus _/
Phaseolus Povafgoris (Common bean)
“11'41 MYA) Vigna V. radiata (mung bean)
;_Pham“hae Glycine . max (soybean) Phaseolold
Papilionoideae (45-50 MYA) Cajunus C. cajan (pigeonpea)

Fig. 2. Relations taxonomiques entre les deux principaaded subdivisant les Iégumineuses cultivées, agec |
périodes de divergence. MYA : Million years ago.
D’apres Chokt al.2004

Tribe Genus Species Chromosome No. Genome Size Self-Compatibility
Mb/1C

Trifolieae Medicago M. truncatula (barrel medic) 2n=2x =16 466 Selfing

Alfalfa 2n = 4x = 32 1,715 Outcrossing

Trifolium Trifolium pretense (red clover) 2n=12x = 14 637 Outcrossing

Trifolium repens (white clover) 2n = 4x = 32 956 Outcrossing

Melilotus Melilotus officinalis (sweet clover) 2n=2x =16 1,103 Outcrossing
Viceae Pisum Garden pea 2n=2x =14 4,337 Selfing
Vicia Vicia faba (faba bean) 2n=2x =12 13,059 Selfing
Lens Lentil 2n=2x= 14 4,116 Selfing
Cicereae Cicer Chickpea 2n=2x =16 931 Selfing
Loteae Lotus L. japonicus 2n=2x=16 466 Selfing
Phaseoleae Phaseolus Common bean 2n=2x = 22 588 Selfing
Vigna Mungbean 2n=2x =122 515 Selfing
Glycine Soybean 2n = 4x = 40 1103 Selfing
Cajanus Cajanus cajan (pigeon pea) 2n=2x=122 858 Selfing

“Data were from the Plant DNA C-values Database (http://www.rbgkew. org.uk/cval/homepage.html).

Tableau 1. Nombre de chromosomes et taille du génome desmiéguses modéles et des principales
Iégumineuses d'intérét agronomique.
D’apres Zhuwet al. 2005
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La quantité d'N fixée par les légumineuses fourragése situe entre 12 a 25 Mt (Herridge
al., 2008). Les Iégumineuses cultivées contribuent pautie a I'excédent d’'azote réactif,
mais ne sont pas la cause fondamentale des débkszpiiet excés (Fowleet al, 2013).
L’azote fixé par fixation symbiotique est en efflitectement incorporé, apres une phase
ammoniacale, dans la matiére organique de la plxdaéice (Cellieret al, 2015). Des
études ont montré que les cultures de Iéguminetrsestent prés de trois fois moins dgON
que les cultures de céréales (Jenseal, 2012). L'azote fixé constitue une source d’azote
stable et peu volatil, donc peu susceptible deiggetser dans I'environnement et d’'y créer
des impacts négatifs, contrairement aux apportsguaes appliqués sur les cultures. De plus,
I'azote fixé profite non seulement a la légumineeseplace mais également aux plantes
associées et aux cultures suivantes. En effetelapuats aprés une culture de Iégumineuses
contiennent 20 a 60 kg N/ha de plus qu'apres utiareude céréales, ce qui permet de réduire
d’autant les apports d’engrais azotés nécessairkes aulture suivante (Munier-Jolain &
Carrouee, 2003). Enfin, au-dela de I'apport eneesdtde la limitation des émissions des gaz
a effet de serre, les [égumineuses présententrdsatouts environnementaux. L’introduction
des Iégumineuses dans les systemes de cultureletanstations ou en association crée en
effet une diversification des cultures et permeingl certains cas, de réduire la taille des
populations de bioagresseurs et donc l'usage detups phytosanitaires (Munier-Jolain &
Carrouee, 2003).

Les plantes hotes

Les plantes dites « hbétes » sont capables de fodasr organes symbiotiques appelés
nodosités. A I'exception ddzarasponiatoutes ces plantes capables de noduler appastienn
a la famille des Iégumineusdsapaceag (Sprentet al, 1987). Led-abaceaesont des plantes
dicotylédones et représentent une des trois plysoitantes familles de plantes a fleur,
comprenant pres de 800 genres et 20000 espécekdSeatyal, 2015). Cette famille est
constituée de trois sous-familles, |€Zxapilionoideae et les Mimosoideag auxquelles
appartiennent la plupart des especes capabledli¥éine symbiose fixatrice d’azote, et les
Caesalpinioideaalans laquelle peu d’especes sont capables deemno@prent, 2007). Les
especes de la sous-famille deBmosoideaesont principalement des arbres et arbustes
tropicaux ou subtropicaux, et incluent les gemidescia Prosopiset Leucaena La sous-
famille desPapilionoideaecomprend la plupart des Iégumineuses cultivéegraines ou
fourrageres. C’est la plus grande des trois somslés ; elle comprend 476 genres et pres de

14000 espéces partageant un ancétre commun awdfd MA (Lavinet al, 2005). Quatre
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clades subdivisent les légumineuses cultivées : Rbésséoloides, les Galégoides, les
Génistoides et les Dalgergoides (Smydtahl, 2015). Les Phaséoloides incluent les plantes
dites « tropicales » comme le soja et le hariceh(gsGlycine Phaseoluy; les Galégoides
regroupent les plantes a culture en zone « tempécdenme le pois, la lentille, la vesce, le
pois chiche et la luzerne (genreésum Lens Vicia, Cicer, Medicagq (Fig. 2). Les genres
Pisumet Lensappartiennent a la tribu des Fabeae (anciennevtiesde) qui comprend aussi
trois autres genred:athyrus Vicia (vesces, féverole) et le genre monotypidtevilovia
formosa(Mikic et al, 2014b; Smykaét al, 2015). La tribu des Fabeae est considérée comme
I'un des groupes les plus jeunes de la familldé&psmineuses avec un age autour de 16 a 23
MA, au milieu du Miocéne (Laviet al, 2005).

Parmi ces especes, certaines ont été définies comoadeles pour la communauté
scientifique s’intéressant en particulier aux mésraes régissant la symbiose rhizobium-
légumineuse. Les especdtedicago truncatulaet Lotus japonicusont été les premieres
choisies, ceci en raison de la petite taille desegenomes (entre 450 et 500 Mb), de leur
caractére autogame, du faible encombrement de jéamses et la courte durée de leur cycle
de culture (Journett al, 2001; Stougaard, 2001) (Table 1). Il a été mogtré ces espéeces
présentent des régions synténiques entre ellegeetlas Iégumineuses d’intérét agronomique
(Choi et al, 2004; Zhuet al, 2005). Il était donc communément admis que leade des
genes d'intérét chez les plantes cultivées seaasiple une fois ces derniers identifiés chez
les especes modelesl. truncatula présente aussi I'intérét de pouvoir étre transémpar
Agrobacterium rhizogenest A. tumefaciengChabaudet al, 1996; Boisson-Derniegt al,
2001). De grands projets nationaux et internatinnant permis d’acquérir de nombreuses
données génomiques sur ces especes et les séqderieass génomes ont été publiées (Sato
et al, 2008; Younget al, 2011). Les génomes de légumineuses d’intérétnagnmue ont
aussi été séquences ces dernieres années &p@né max (Schmutzet al, 2010), pois
cajan Cajanus cajap(Varshneyet al, 2012), pois chicheQjcer arietinun) (Varshneyet al,
2013) et haricotRhaseolus vulgar)s(Schmutzet al, 2014). Des consortiums internationaux
ont été lancés dans le but de générer la sequemeelate de deux autres especes cultivées

ayant des génomes de taille supérieure d’envird@ 4,5 Gb : la lentille et le pois.

Les rhizobia
Les bactéries rhizobia, symbiotes a l'intérieur m@gosités, peuvent également vivre comme
saprophytes dans le sol. L'association bénéfiqire ées rhizobia et les Iégumineuses a été

découverte a la fin du 9 siécle lorsque Beijerink a obtenu la premiéreurelbactérienne
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pure a partir d'un nodule responsable de la firadiazote (Beijerinck, 1888). Cette bactérie a
été ensuite nomméehizobium leguminosarynke nom du genre dérivant des mots grecs,
rhiza (racine) et bios (vie), et celui de I'espégsignant I'h6te (Frank, 1889). Les especes
bactériennes symbiotiques découvertes par la snttainsi été définies principalement sur la
base de caractéristiques phénotypiques telles ajugamnme d'hétes, la morphologie et la
vitesse de croissance des colonies sur des miiélaxtifs (Dangeard, 1926; Baldwin & Fred,
1929; Eckhardet al, 1931). De cette facon les bactéries a croisseapide ont tout d’abord
ete différenciées emlR. leguminosarumR. phaseoli R. trifolii et R. melilotj et celles a
croissance lentR. japonicunetR. lupini A partir des années 80, la diversité de 'ADNé é
étudiée chez ces bactéries, en particulier cellelABNr 16S, permettant une autre
classification en genres et especes. L'utilisatienI’ADNr 16S était la technique la plus
utilisée pour l'identification, la classificatiohla phylogénie de tous les organismes vivants et
en particulier des bactéries (Woese, 1987).Remponicunont été reclassés comme faisant
partie d’'un nouveau geniradyrhizobium(du grec bradus = lent) (Jordan, 1982), et les
rhizobia a croissance rapide subdivisés en plusig@nres, parmi lesqueRhizobium
Mesorhizobiumet Ensifer (anciennemen$inorhizobiun (Jarviset al, 1997; Young, 2003).
Les genres cités ci-dessus appartiennent a la ecldes a-protobactéries, longtemps
considérées comme seule classe contenant des iemcté@dulantes. Cependant, dés
protobactéries ont également été identifiées cornapables de noduler des Iégumineuses
(Moulin et al, 2001; Gyaneshwaet al, 2011). Avec I'accroissement des études de digersi
génétique, le nombre de genres et d’espéces nesqrammi les rhizobia ne cesse de croitre;
actuellement les rhizobia sont considérés commeoupgnt 98 espéces et 13 genres;

(http://www.rhizobia.co.nz/taxonomy/rhizohiaCertaines de ces espéces ont été isolées a

partir de racines de plantes autres que des légus@s ou a partir de sols et identifiées
comme non symbiotiques (Segoehal, 1991; Rivast al, 2004; Velazqueet al, 2005). A
noter aussi que des bactéries n'appartenant pashaobia ont parallelement été identifiées
comme capables de noduler des légumineuses, indigue la diversité des bactéries
capables d'établir une fixation symbiotique n’esispencore totalement connue; pour une
revue voir (Pebet al, 2015).

Enfin, la taxonomie basée sur I'ADNr 16S ne reflgtes les caractéristiques
symbiotiques variables des rhizobia appartenameéiméme espéce, en particulier de leur
gamme de plantes hétes. En conséquence, les @éadagonomie ont progressivement pris
aussi en compte la diversité au niveau des genasusocomme indispensables a la

nodulation et a la fixation de I'azote (Laguestkal, 2001; Baillyet al, 2007; Peixet al,

9
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2015). Ces genes symbiotiques sont regroupés suetmplasmide nommé pSym chez les
bactéries appartenant aux geriRégzobiumet SinorhizobiumEnsifel) ; chezMesorhizobium

et Bradyrhizobiumils sont situés sur le chromosome dans dessiotbiotiques (Sullivaret

al., 1995; MacLearet al, 2007). Cependant, des especes difféerentes pattégge mémes
éléments symbiotiques et il a été montré que aaralts sont transmissibles d’une espece a
lautre (Sullivanet al, 1995; Ding & Hynes, 2009). L’absence de corresipmce simple
entre diversité des génes de symbiose et spégifieitnodulation a entrainé la préconisation
d’'une taxonomie dit polyphasique combinant inforora phénotypiques et génotypiques
(Vandammeet al, 1996). Le concept de « biovar » avait été intiodour distinguer les
rhizobia selon leur capacité a noduler spécifigugmee espece ou une gamme réduite
d’espece de légumineuses ; il a été repris récemsoes le terme de « symbiovar » (Rogel
al.,, 2011). L’étendue de gamme d’hotes était évalupartir d’expérimentations lourdes et
pas toujours standardisées (Ramirez-Batetral, 2008). Les analyses de diversité sont de
plus en plus nombreuses et associent un nombrssartdide génes de symbiose, entrainant
des modifications des contours des symbiovars (Rardahenat al, 2008; Kumaret al,
2015).

2. Déterminants moléculaires et génétiques de la fornmian des
nodosités

Différentes étapes sont nécessaires a la formagonodosités fonctionnelles. Un dialogue
moléculaire est indispensable entre les deux pares) notamment pour I'établissement des

étapes précoces de la nodulation et la régulatiomothbre de nodosités formées.

Geénéralités sur la formation des nodosités

Selon les espéces de plante hote, les nodositéasent sur les tiges ou sur les racines. Chez
la plupart des légumineuses a graines les nodamitégacinaires. La formation des nodosités
racinaires débute dans de rares cas par une p@rétlas rhizobia dans les racines via des
fissures formées lors de I'émergence des racirtégalas. Le plus souvent, elle débute par
une adhésion des bactéries a la surface des pmstsbamnts qui induit, au bout de 6 a 8

heures, leur courbure en « crosse de berger » JFigette courbure piege les bactéries qui
forment alors une micro-colonie. Les bactéries iseht une dégradation locale de la paroi
cellulaire des poils absorbants ; celle-ci s'invaget une nouvelle paroi est formée autour de
cette invagination produisant une structure tubelappelée le cordon d’infection (Gage,

2004). Les cordons gagnent les cellules du coreexadacine et se ramifient. Les cellules
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bactériennes qu’ils renferment s’y multiplient. Bant ce temps, les cellules du cortex interne
situées sous le poil en cours d’infection se divigmur former des primordia nodulaires. Les
cordons infectieux pénéetrent a l'intérieur de cemprdia et quelques jours apres le début de
I'infection liberent les rhizobia dans des vésisulappelées symbiosomes ou elles se
différencieront en bactéroides capables de fixeaofe. Une cellule infectée contient dans son
cytoplasme le plus souvent un grand nombre de ©8ohies, pouvant aller jusqu’a plusieurs
milliers (Udvardi & Day, 1997). La maturation sentimue pour former une nodosité
fixatrice.

La morphologie des nodosités matures dépend datiaende leur méristeme et est
définie par I'espece végétale (Sprent, 2007; Femyes$ al, 2010). Chez les Phaséoloides,
légumineuses « tropicales » auxquelles appartigriaesoja et la Iégumineuse modéletus
japonicus les nodosités sont de type déterminé : leur méénis a une durée de vie limitée et
elles sont sphériques. Les Galégoides, légumineusempérées » auxquelles appartiennent
le pois et la Iégumineuse mod&kedicago truncatulase caractérisent par le maintien d’'une
zone méristématique pendant toute la vie des ndoglites de type indéterminé ; ceci leur
confere une forme allongée et cylindrique. Une sgdandéterminée mature est subdivisée
en guatre zones, établies d’apres la structurébdet®ries qu’elles renferment (Vasseal,
1990). La zone | est constituée du méristéme nodué ne contient pas de bactéries. La
zone |l est la zone d’infection des cellules parbectéries. La zone de transition comprend
les cellules ou les bactéries se différencient actévoides. La zone Il contient les cellules

contenant les bactéroides fixateurs, puis y suckeenene IV de sénescence du nodule.

Généralités sur le fonctionnement des nodosités
Au sein de la nodosité mature, les bactéroidesfikazote atmosphérique et produisent de
I'ammonium. Cette réduction, catalysée par le cexplenzymatique de la nitrogénase est la
suivante :

N>+ 16 ATP + 8 e+8 H -> 2 NHs + 16 ADP + 16 Pi + Kl

Deux types de genes portés par les bactéroidesrabspensables a cette réaction ; ce sont
les genesif et fix. Les géenesif codent pour la biosynthese de la nitrogénase geagsfix
sont quant a eux impliqués dans la régulation ehdéabolisme de I'oxygéne (Blaek al,
2012). La présence d'oxygene est indispensablebacieroides pour leur respiration et la
synthese d’ATP, mais un exces d’'oxygene inactik@varsiblement la nitrogénase. Il existe

des processus permettant de maintenir une prekslde en Q dans la zone centrale de la
11
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Fig. 3. Formation d’'une nodosité racinaire de type indéiteénil) Excrétion des flavonoides par la planteest
Facteurs Nod par les rhizobia (2) Chimiotactismeatchement des rhizobia sur le poil absorbant (3)
Formation de la crosse de Berger (4) Formationaddan d’infection et divisions des cellules du earinterne

(5) Progression du cordon d’infection dans le coegterne (6) Progression du cordon d’infection lémn
cortex interne (7) Invasion des rhizobia dans &hkiles du primodium nodulaire et formation du reténme (8)
Maturation (9) Nodosité fixatrice d'azote avec Zane | méristématique (b) Zone Il d’infection (citdrzone
[I-111 (d) Zone Il de fixation (e) Zone de sénesce (f) Vascularisation. D’aprés Fergusral. 2010
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nodosité ou se situent les bactéroides. Tout dial® parenchyme nodulaire constitue une
barriere de diffusion qui limite I'entrée de I'oxgge dans la nodosité ; la plante exerce un
contrble physiologique de sa perméabilité selon deaditions environnementales (en
particulier disponibilité en ©et en nitrate dans la rhizosphére) (Deniginal, 1992).
Ensuite, les cellules infestées produisent la legigdobine, une enzyme a trés haute affinité
pour lI'oxygene, qui transporte et tamponne la cotraon d’oxygéne indispensable a la
respiration des bactéroides (Appleby, 1984;eDtl, 2005).

La nodosité est étroitement en liaison avec leesystvasculaire de la plante hote (Fig.
3), ce qui permet les échanges de nutriments eigi@ux entre les deux partenaires. La
plante fournit a la nodosité, via le phloéme, I'&ie nécessaire tout d’abord a sa formation
puis a son fonctionnement, ceci sous forme de glgotbétats et en particulier de saccharose
(Udvardi & Day, 1997). Le saccharose est transfordans les cellules des nodosités, en
acides dicarboxyliques C-4 (malate, fumarate, siate) qui sont ensuite transportés dans les
bactéroides. En retour, la majeure partie de I'amuomo produit diffuse passivement depuis
les bactéroides dans le cytoplasme des cellulestéds pour y étre assimilé (Prell & Poole,
2006). Chez les legumineuses « tempérées » ethia I'N est incorporé dans des acides
aminés (majoritairement asparagine et glutaminejsajue les légumineuses « tropicales »
synthétisent des uréides. Ces composés azotégausportés par le xyleme pour étre utilisés
par la plante pour la synthese des molécules azoi@eessaires a son métabolisme (acides

aminés, protéines et acides nucléiques).

Bases moléculaires des étapes précoces de la notiofa

La mise en place de la nodulation impligue une meagsance entre les partenaires
symbiotiques. Une coordination de I'expression@alireux génes chez les deux partenaires,
elle-méme réglementée par I'échange de signauxcuolalges, est aussi nécessaire pour
induire les importantes modifications racinairdatiees a la nodulation (Perret al, 2000;
Oldroyd, 2013; Janczarek al, 2015).

Coté rhizobia

Les rhizobia contenus dans la rhizosphere somégftiar chimiotactisme vers les racines des
plantes hoétes, grace aux differentes molécules déesu ou excrétées par celles-ci
(Gaworzewska & Carlile, 1982). Les bactéries sgelitt vers la source de ces molécules ; en
arrivant contre les poils racinaires, elles s'yefiket forment un bio-film (Downie, 2010). Les

flavonoides sont les plus connus des premiers gig@ais par la plante (Redmord al,

1986). lls activent la protéine NodD, facteur danscription des genes bactériemsd
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Fig. 4. Structure des facteurs Nod. Sont indiqués en lesgénes impliqués (commun ou spécifiques) et les
sites de décoration (R1 & R6). D’aprés Patet. 2000
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(Mulligan & Long, 1985; Schultze & Kondorosi, 1998henet al, 2005). La protéine NodD
se lie auxnod boxeséléments de cis-régulation des opérons qui rggmiules genesod, et
régule ainsi leur expression de maniere coordorireEse protéines NodD sont présentes chez
tous les rhizobia mais leurs propriétés symbiosquarient d'une espece a l'autre. La
reconnaissance entre les protéines NodD d'une espec rhizobia et leur flavonoide
activateur est un des premiers mécanismes de gjtéciflans la symbiose rhizobium-
légumineuse (Spaingt al, 1987; Denariet al, 1992; Majet al, 2010).

En plus des géenes régulateurs de transcriptamD codant pour les protéines NodD,
deux autres classes fonctionnelles de gemabpeuvent étre identifiées : celle des genes
communsnodABCet celle des génes de décoration spécifique ael'tidebelleet al, 2001).
Les genesiodABCsont responsables de la synthése du squeletfaatears Nod (en anglais,
Nod factors ou NFs), molécules symbiotiques esskgdi a la nodulation (Denarigt al,
1992). Ce sont des lipo-chitooligosaccharides (LC@®lécules composées d’'un squelette
de chitine comprenant trois a six résidus N-acgliytosamine (GICNAc) et dont I'extrémité
non réductrice est N-acétylée avec un acide gras 4§. Le génenodC code pour une N-
acetylglucosamine transférase dont le réle esbdedr le squelette de chitineodBetnodA
codent pour les enzymes qui interviennent successnt dans le processus de substitution a
I'extrémité non réductrice (Perret al, 2000; Debelleet al, 2001). Les genesodABCsont
trés conservés et présents chez les différentéxzesple rhizobia, a I'exception seulement de
certainsBradyrhizobium(Giraud et al, 2007). Les NFs produits different selon les espéc
porteuses de ces genes, avec des variations daelange l'oligomére de chitine et des
substitutions portées par le sucre réducteur (nokmh du degré de saturation de l'acide
gras), indiquant une implication des géneslABCdans la spécificité d’hbte (Denam¢t al,
1996; D'Haeze & Holsters, 2002). La diversité desegnodABCpermet aussi de distinguer
des biovars au sein d’'une méme espeéece (Lagaesie 2001; Baillyet al, 2007).

Les genesod a décorations spécifiques ne sont présents quecgraines especes,
certains symbiovars ou certaines souches parngyabiovars. lIs induisent différents types
de modification aux deux extrémités, non-réducteteéductrice, du squelette de chitine.
Chaque souche posséde son propre cortege de gedepécifiques qui lui permettent la
production d’'un cocktail de NFs (Long, 1996; Waat al, 2002). Les souches de.
leguminosarumsy. viciae (Rlv) se caractérisent par leur production d’'unlamge de NFs
pour lesquels les chaines acyl (située a I'exte@miin réductrice du squelette de chitine) sont
en C18:1 ou C18:4 (Spainkt al, 1991; Ovtsynaet al, 1999; Walkeret al, 2000). La
substitution en C18:4 est spécifique des RIv etdéserminé par le géneodE qui est un
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déterminant majeur de leur gamme d’hétes (Spatréd, 1991; Bloembergt al, 1995). Ce
géne ainsi que le geneodO sont d’avantage impligués dans la croissance ddooo
d’infection que dans la pénétration des RIv dasspleils absorbants, ce qui suggére que la
spécificité entre plante et bactérie se manifestiffarentes étapes de perception des NFs
(Walkeret al, 2000) Un autre gene important @dodL ; il contréle I'O-acétylation du sucre
terminal non réducteur et influe également surddutation spécifique a I'hote (Spaiekal,
1991).Les souches RIv porteusesm@ Xsont quant & elles les seules capables de nddsler
pois de type « Cv Afghanistan » chez lesquels leed®YM?2 est présent sous la forme
alléliguesym? (Lie, 1978; Young & Matthews, 1982; Daws al, 1988; Geurt®t al, 1997).

Ce gene induit une O- acétylation du sucre rédudfeiomin et al, 1993; Ovtsyneet al,
1999).

Des processus autres que ceux relatifs aux NFsngoessaires a la mise en place de
la nodulation. Ainsi I'attachement des rhizobia fesilité par la liaison qui s’établit entre les
lectines sécrétées par les plantes au niveau dks giisorbants et les polysaccharides de
surface des rhizobia (en anglais, Rhizobial caffage polysaccharides ou RCSPs) (Latis
al., 2006). La composition et la structure des RCSi&ent selon les souches de rhizobia,
suggérant leur implication dans la reconnaissapéeifs\que entre les partenaires (Robertsen
et al, 1981; Kawaharadet al, 2015). Les fibrilles des rhizobia et des protéime type
adhésines/Ca2+dépendantes (ricadhésines) qu'etidsipent sont aussi impliquées dans cet
attachement (Smit al, 1987). De facon plus générale, les rhizobiasdtilt différents types
de mécanismes de sécréetion de protéines pour adeptenteraction avec les plantes hoétes,
ceci de facon régulée par les flavonoides exsudédapplante (Kobayashet al, 2004,
Zehneret al, 2008).

Coté léegumineuses

Un tres grand nombre d'études génétiques ont etliséés chez les deux légumineuses
modelesL. japonicuset M. truncatula qui ont permis de mettre en évidence les prinoipa
genes indispensables a la mise en place des pesnd@tapes de la nodulation (perception des
NFs et formation des cordons d’infection, transiunctiu signal et formation du primordium
(Fig. 5). Certains genes impliqués ont aussi ét® eni évidence chez les especes cultivées
telles que le poidHisum sativumet le sojaGlycine max

Perception des facteurs Nod

Les récepteurs indispensables a la perception #&ssphis a la nodulation sont des LysM-

RLKs. Ces receptor-like kinases (RLK) sont consgsta’un domaine kinase intracellulaire,
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d’'un domaine transmembranaire et d’'un domaine ealitdaire comportant plusieurs motifs
lysine (LysM) impliqués dans la perception des ricdiions des sucres réducteurs et non-
réducteurs des NFs. Les LysM-RLKs ne sont connueschez les plantes et sont codées par
une famille multigénique (au moins 20 membres damdupart des légumineuses) ; pour une
revue voir (Gough & Cullimore, 2011; Liangt al, 2014). Deux genes ont été identifies
comme indispensables a la nodulation chez plusieléigumineuses. Le géne
MINFP/LJINFRYPsSYM10/GmNFRést indispensable a la perception des NFs (Walkat,
2000; Limpenset al, 2003; Madseret al, 2003; Radutoiuet al, 2003). L'autre gene,
MtLYK3/LJINFR1/PsSYM37/GmNFR&st impliqué plus spécifiquement dans la croissan
des cordons d'infection (Geurgs al, 1997; Limpenst al, 2003; Zhukowet al, 2008). Chez
le pois, il a été montré quesSYM37est situé dans une méme région chromosomique que
PsSYM2 ainsi quePsK1 un autre gene codant pour une LysM-RLK (Zhulatval, 2008)
mais la séquence de ces genes n'a pas encoreaggiment déterminée. Chéz japonicus
EPR3, un autre membre de la famille LysM-RLKs, @& iécemment identifi€ comme jouant
un role dans la reconnaissance des rhizobia \parizeption des RCSPs qu’elles produisent et
ceci apres induction par les NFs (Kawahareidal, 2015).

Enfin, un récepteur sérine/thréonine kinase deahailfe des Leucine-Rich Repeat
RLKs (LRR-RLKS) a aussi été identifié comme impkgdans la perception des NFs. Il est
codé par le géngjSYMRK/MtDMI2/PsSYM19/GmNOREnNdreet al, 2002; Strackest al,
2002). Récemment, il a été observé que LiISYMRK ran complexe avec LjNNFR5
(Antolin-Lloveraet al, 2014) et que MtDMI2 peut s’associer avec MtHMGRide enzyme
de la voie de synthése du mévalonate, capableaedist d’induire des oscillations calciques
(Venkateshwarampt al, 2015).

Cascade signalétique de transduction du signal

La perception des facteurs Nod déclenche des matidns au niveau de I'épiderme
des poils absorbants. Des canaux calciqgues sontdtabord activés dans la membrane
plasmique provoquant un influx d’ions €asuivie d’un efflux d’ions Clet K* dans le milieu
extracellulaire ; le gradient de calcium ainsi cnéduirait la courbure du poil absorbant et
faciliterait la formation du cordon d’infection (gadinget al, 2003). Cet influx de calcium est
suivi par I'établissement d’oscillations calciqueproximité et a l'intérieur des noyaux des
cellules épidermiques. Des nucléoporines ont éemtifiées chezL. japonicus comme
impliquées dans le transport du calcium a l'intéridu noyau (Saitet al, 2007). D’autres

protéines situées dans la membrane nucléique reaphijuées, en particulier celles codées par
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MtDMI1/LjCASTORet LjPOLLUX constituent des canaux permettent I'efflux dé & la
dépolarisation de la membrane nucléaire et duulétic endoplasmique favorables a l'influx
de C&" (Ané et al, 2004; Imaizumi-Anrakiet al, 2005; Rielyet al, 2007; Charpentieet
al., 2008). Des protéines responsables des oscillattaitiques viennent d’étre identifiées
chezM. truncatula; ces CNGC15 (Cyclic Nucleotide-Gated Channel) sitniges elles-aussi
dans la membrane nucléaire et interagissent prebednit avec DMI1 (Charpentiet al,
2016).

Le signal induit par les oscillations calciques pstcu par une protéine kinase
C&*/Calmoduline dépendante (CCaMK) codée Ig@CaMK/MtDMI3/PsSYMYLévy et al,
2004; Tirichineet al, 2006). Cette protéine interagit avec et phosgbohy facteur de
transcription LjCYCLOPS/MtIPD3 (Singtet al, 2014). Une succession d’activation de
facteurs de transcription, parmi lesquels NIN, NSREP2, ERN1 et ERNZse produit
ensuite ; pour une revue voir (Geuetsal, 2016). Ces facteurs de transcription coordonnent
I'expression dans I'épiderme de différents genesdanb pour des nodulines doBNOD11
(Andriankajaet al, 2007).

Etapes précoces de la nodulation

La cascade signalétique induite par les facteuisd &bmutit aussi a I'activation dans le cortex
d’'un récepteur de cytokinines (CKs) comprenant omaine histidine kinase et codé par
MtCRE1/LjHK1 (Gonzalez-Rizzoet al, 2006; Tirichineet al, 2007). L’activation de ce
récepteur est indispensable a l'induction des wings cellulaires dans le cortex et la
formation des primordia nodulaires (Frugétral, 2008; Pleet al, 2011). Il a été montré que
les activations deéVitCRE1 et de MtNIN dans le cortex sont corrélées de facon positive ;
I'expression de I'un promouvant I'expression deutta (Vernié et al, 2015). La forte
accumulation de NIN dans le cortex induit I'activatdes genes du compleki&--Y puis des

genesMItERN1etMtERN2nécessaires a la formation du nodule.
Roéle des phytohormones

Bien avant que leur role de signalisation via leeg€rel soit démontré, les CKs ont été
précocement pressenties comme jouant un roéle dansdulation. Leur réle a tout d’abord
était envisagé comme antagoniste a celui de l'auxipar une action directe sur
I'accumulation d’auxine dans les cellules cortisad¢ 'initiation des primordia nodulaires. I
avait été observé une accumulation de CKs dansiddslles de diverses légumineuses y
compris le pois (Syono & Torrey, 1976; Badenoche¥ort al, 1987); puis qu’'une
application de CKs sur les racines induisaientdi@sions au niveau des cellules corticales et

19



Introduction bibliographique

I'expression de genes codant pour les nodulines[ENE ENODA40 (Hirsclet al, 1997). Il a
été montré récemment que I'accumulation des CKs temncellules du cortex des racines de
M. truncatulasuite a I'application de NFs est une étape clé poduction de I'expression
de la majeure partie des genes nécessaires antatfon du nodule (van Zeigt al, 2015).
Les CKs en tant que telles ne seraient pas immgjgans les modifications du transport de
l'auxine nécessaires a son accumulation dans ledesecorticales ; c’est 'accumulation de
flavonoides induite par I'activation du geWBCRE1qui en serait la cause (Ng al, 2015).
L’accumulation des CKs serait quant a elle régukégativement par I'éthyléne (van Zeg

al., 2015). D’autres hormones comme l'acide abscissi@BA) et les jasmonates (JA) ont

un impact négatif sur la formation des nodulesdbsonet al, 2010) (Fig. 5).

Régulation du nombre de nodosités

La nodulation représente un colt en C élevé poplalate, que ce soit pour la formation ou le
fonctionnement des nodosités (Pate & Herridge, 198&in et al, 2003a). En conséquence,
la plante régule le nombre de nodosités qu’ell@pitp ajustant ainsi son acquisition d’'N via
la fixation de N & ses besoins en croissance et en fonction degdardbilité en N sous forme
minérale (ou organique) dans le milieu. Un contrfidleal de la nodulation existe, par
restriction du nombre d’infections et limitation the formation du primordium nodulaire a
une zone restreinte spatialement. Il existe differenodes de contrdle local de la nodulation.
Chez les plantes a nodules indéterminés commedespd. truncatulg il été observé que les
primordia se positionnent préférentiellement & pnité des vaisseaux de xyleme et loin de
ceux de phloéme, ceci en lien avec un gradienhd@&he (Heidstrat al, 1997; Penmetsa &
Cook, 1997). Récemment, il a été mis en évidenee tEhsoja un contréle local p@mNICJ,
gene codant pour un peptide CLE et dont I'expressist induite par une forte teneur en
nitrate du milieu (Reiet al, 2011).

La régulation du nombre de nodosités peut ausfise a distance ; cette régulation
systémigue a été nommeée « autorégulation de lalatomtu» (Autoregulation of nodulation,
AON) (Caetano-Anolles & Gresshoff, 1991). Elle negt ceuvre des signaux émis par les
racines et recus par les parties aériennes quetear, envoient des signaux aux racines. Des
mutants hypernodulants sont connus depuis longtetmgs différentes |[égumineuses dont le
pois (Postmeaet al, 1988; Sagan & Duc, 1996) ; la plupart ne perqguiyi|as, au niveau de
leur partie aérienne, un signal émis par leursnezxciet sont donc impactés dans leur AON
(Caetano-Anolles & Gresshoff, 1991). Il a été tuw’ils présentent une mutation dans des
génes, MtSUNNLjHARYGMNARKPsSYM29, codant pour des récepteurs LRR-RLKSs.
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(Leucine-Rich Receptor Like Kinase) ; (Krusetlal, 2002; Nishimuraet al, 2002; Searlet
al., 2003; Schnabedt al, 2005). Plus récemment, des peptides CLE (MtCLE3, 2[jRCLE-
RS1/RS2, GmRIC1/2) émis par les racines et inghsitdes rhizobia ont été identifies comme
jouant ce réle de molécule signal chdztruncatulg L. japonicuset le soja (Mortieet al,
2010; Reicdet al, 2011; Okamotet al, 2013).

Les teneurs élevées en N minéral inhibent la faomates nodosités (Caroll &
Mathews, 1990; Barbulowet al, 2007). Outre la réponse localisée, il existe iauss réponse
systémique, et les mutants hypernodulants sontusodepuis longtemps comme étant nitrate-
tolérants (Caroll & Mathews, 1990; Sagan & Duc, @9®/opereiset al, 2000; Schnabett
al., 2005). Il a été montré récemment que le gembAR1 est aussi impliqué dans cette
régulation, comme récepteur du peptide CLE-RS2 @mides racines soumises a une forte

teneur en nitrate (Okamoto & Kawaguchi, 2015).

3. Déterminants moléculaires et genétiques de la misa place du
systeme racinaire chez les dicotylédones

Comparé a celui des céreales, le systeme racidesrelicotylédones est peu développé. Chez
les monocotylédones, plusieurs types de racinesxistent : les racines latérales qui se
développent a partir de la racine primaire, lesnesc séminales et les racines adventives a
partir du collet (Wachsmaet al, 2015). Chez les dicotylédones, le systéme raenest
principalement pivotant, composé d’'une racine ppo@e (ou pivot) initiée au stade
embryonnaire et de racines latérales qui appardiss® maniere acropete sur la racine
principale puis sur les racines latérales d’ordée@dent. Plus occasionnellement des racines
adventives peuvent aussi apparaitre (Setial, 2005). La formation des racines latérales a
été trés étudiée cheXxrabidospis thaliana(Arabidopsis), modéle d’étude pour les plantes

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

Formation des racines latérales chez les dicotylédes (modele
Arabidopsis)

Depuis 20 ans, un trés grand nombre d’études agksl et moléculaires de la formation des
racines ont été réalisées sur Arabidopsis ; poarraaue voir (Peregt al, 2009). C’est ce

modele que nous allons décrire ci-dessous.
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Fig. 6. Formation d’'une racine latérale chArabidopsis thaliana(@) les différents tissus constitutifs d’une
racine primaire (b) les 8 stades de développemanprianordium racinaire formé a partir de cellules d
péricycle de la racine primaire (c) les gradiergscdncentration en auxine (d) racines coloréesdpableu
d’aniline ; barre d’échelle = 20um. D’apres Peetetl (2009)
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Contrairement aux ramifications aériennes, lesnexciatérales ne sont pas formées a
partir de méristemes axillaires préexistants dambdryon. Les primordia des racines sont
initiés a partir de la dédifférenciation de quekeellules du péricycle de la racine primaire,
ceci a proximité de son apex (Fig. 6). Ces cellibeslatrices subissent alors des divisions
anticlinales pour créer un primordia composé d'usximum de dix petites cellules de
longueur égale ; c’est le stade | de son développertMalamy & Benfey, 1997). Une
succession de divisions périclinales et anticlisalein nombre limité de cellules aboutit a la
formation progressive des différents tissus reprasiés d’'une racine et confére une forme de
dome au méristeme. Ce méristeme traverse successivdes différents tissus de la racine
primaire (endoderme, cortex, épiderme), ceci dadest IV a VI de son développement. Au
stade VII, une nouvelle racine émerge de la raprmaire au stade VIII par expansion
cellulaire.

Les phytohormones jouent un role prépondérant [gofarmation des racines. Ce réle
a été abondamment décrit chez Arabidopsis et éfpid® récemment chedl. truncatula
Chez Arabidopsis, l'initiation des racines latésade fait en réponse a un signal auxine, suite
a I'expression du gene DR5 (De Smattal, 2007). L’accumulation d’auxine nécessaire aux
premiers stades de formation des méristémes esuléhnodtamment par les transporteurs
AUX1, PINs et PGP/MDR et se fait grace au transporbpétal via le phloeme de l'auxine
des méristemes foliaires vers I'apex racinaire pogsipétal depuis la racine primaire
(Casimiroet al, 2001; Casson & Lindsey, 2003; VWtial, 2007). Lors de I'émergence de la
nouvelle racine latérale, le primordium acquiertcipacité a produire de l'auxine mais
néanmoins, l'afflux d’auxine venant des autres negareste nécessaire a son allongement
(Wu et al, 2007). Le role négatif des CKs sur la formati@s dacines latérales a aussi été
souvent souligné ; en particulier, les CKs inteafgravec I'expression des génes PINs,
perturbant ainsi la formation du gradient d’auxetd’initiation des racines (Laplazet al,
2007). Il a été observé chez Arabidopsidettruncatulaque les flavonoides ont un impact
négatif sur I'allongement des racines via une dition du transport de I'auxine vers I'apex
des racines (Peeat al, 2004; Peer & Murphy, 2007; Laffordt al, 2010). Enfin, il a été
montré que les gibbérellines (GA), en stimulardégradation des protéines DELLAS, ont un
effet antagoniste vis-a-vis des effets négatifsl’é#ylene sur I'allongement des racines
(Achardet al, 2003). L'auxine est quant a elle aussi connue famoriser I'allongement des
racines en améliorant la destruction des protédielsLAs par les GA (Ubeda-Tomas al,
2008).
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Fig. 7. Quatre modifications du systéme racinaire chez ilgisis en réponse a la disponibilité en N du milie
(A) Effet stimulateur de I'allongement des racimisn apport localisé de NO(B) Inhibition de I'émergence
des racines par un apport uniforme et trés éleid@n (C) Inhibition de I'initiation des racines par teible
rapport C/N (D) Effet d'un apport de glutamate hibiteur de I'allongement de la racine principale e
stimulateur d'initiation et d’allongement des raggriatérales. D’apres Zhaagal. (2007)
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Bases moléculaires de l'acquisition d'N et du déevappement des
racines

Acquisition d’azote par les racines

Les plantes sont capables d’acquérir de I'N a ipdds différentes formes présentes dans la
rhizosphere ; principalement I'N sous forme minérémmonium, nitrate) présent quai-
universellement dans tous les sols mais aussiolep@sés organiques azotés solubles (urée,
peptides, acides aminés) (Nashatinal, 2009). Comme pour la mise en place su systeme
racinaire, I'étude des genes impliqués dans leepedhent des deux formes minérales a tout
d’abord été trés étudié chez Arabidopsis. Quelgéeges sont connus chbk truncatulaet
chezL. japonicus

Le nitrate et 'ammonium sont prélevés activemeat fes racines grace a des
transporteurs membranaires; pour une revue voiurtget al, 2015; Kiba & Krapp, 2016).
Les plantes acquierent préférentiellement du mittamparativement a de 'ammonium qui en
exces peut étre toxique. Deux familles de transpostd’ammonium ont été identifiées chez
Arabidopsis ; la famille AMT1 contrble le transpaat I'acquisition de 'ammonium et la
famille AMT2 est impliquée dans des processus dealafion en fonction de la disponibilité
en ammonium (Sohlenkangt al, 2002; Yuaret al, 2007). Trois AMT1 et deux AMT2 ont
été caractérisés chdz. japonicus (D'Apuzzo et al, 2004; Rogatoet al, 2010). Les
transporteurs de nitrate sont divisés en deux fsIINRTL/PTR/NFP et NRT2. Chez
Arabidopsis, il a été identifie 53 membres de lmifie NFP et 7 membres de la famille
NRT2. Les membres de la famille NRT2 sont préféefletnent des transporteurs a haute
affinité (high-affinity transporters, HATS) c’esteire actifs lorsque la teneur en BQiu
milieu est faible (inférieure a 1 mM). Les trandpars de la famille des NRT1/PTR/NFP sont
préférentiellement des transporteurs a faible idfiflow-affinity transporters, LATS), actifs
lorsque la teneur en NOdu milieu est élevée (jusqu’'a 50 mM), excepté NRTqui est a
double affinité. Deux transporteurs NRT1 ont éntifiés chez\. truncatula: NIP/LATD
et NRT1.3. Contre toute attente, MtLATD est un szorteur a haute affinité ; et il est surtout
connu pour son rble dans le développement racieaite nodulation (Yendre&t al, 2010;
Bagchiet al, 2012). MINRT1.3 n’aurait pas un réle majeur commaasporteur de nitrate
mais serait d’avantage impliqué dans la réponda géante a la limitation de la disponibilité
en nitrate dans le milieu (Morere-Le Pawral, 2011).
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Fig. 8. Représentation schématique du contréle de l'alloveye des racines latérales par NRT1.1 chez
Arabidopsis (A) En absence de BIONRTL1.1 active le transport basipétal de I'auxin@allongement des
racines est donc réduit car I'auxine ne s'accunpale dans les apex (B) Un apport de 1 mM de’ Képrime
I'activation du transport basipétal de l'auxine PHRT1.1 ; 'auxine s’accumule dans les apex etdiaement

des racines est favorisé. D’aprés Kratlal. (2010)
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Fig. 9. Représentation schématique de la régulation deréssion de NRT2.1 par N dans les racines
d'Arabidopsis. En plus de linduction par NQl'expression de NRT2.1 est réprimée a la fois |ear
métabolites azotés présents dans le phloéme atngaforte teneur en NOdu milieu. D’apres Kroulet al

(2006)
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Développement des racines en interaction avec lassource azotée minérale

Les racines ont la capacité de s’adapter de fagsnimportante a leur environnement local,
ce qui leur permet de satisfaire au mieux les Inssté la plante, en particulier ceux en N (Li
et al, 2016). Des modifications de la croissance et éveldbppement des racines ont été
décrites chez Arabidopsis en réponse a des madibifisade disponibilité de différentes
formes d’'N (Zhanget al, 2007) (Fig. 7). Parmi ces réponses, la stimulalmcale de
I'allongement des racines par un apport de nitete la plus connue. Cette stimulation
implique deux principales protéines, ANR1, un factele transcription MAD-box, et en
amont, NRT1.1 impliqgué comme nitrate-senseur dansoie de signalisation, (Zhang &
Forde, 1998; Remanst al, 2006a). Il a été ensuite montré que NRT1.1 essiaun
transporteur d'auxine, permettant un fin ajustentent'accumulation de l'auxine dans les
apex des racines latérales et donc de leur alloegeen fonction de la teneur en nitrate du
milieu (Krouk et al, 2010) (Fig. 8). L’allongement des racines essidiavorisé en présence
d’'un apport homogéne et modéré de nitrate (<ImMMTN1 a aussi un rdle antagoniste
contre l'effet localement inhibiteur du glutamater $a croissance de la racine principale
(Walch-Liu & Forde, 2008). Un apport d’ammoniumaqtia lui, provoque une augmentation
de l'initiation de racines (Limat al, 2010).

Inversement, il a été observé qu’un tres fort apdernitrate (>>10mM) entraine une
inhibition de I'émergence des racines latéralesafiet al, 1999; Remanst al, 2006b) et
de l'allongement de la racine primaire (Linkadtral, 2002). Cette inhibition mettrait en jeu
une régulation systémique semblable a celle imphtuine répression du développement des
racines par les produits d’assimilation de I'N (et al, 1999; Walch-Liuet al, 2006a;
Gifford et al, 2008; Gojoret al, 2009). L’expression de genes codant pour despm@teurs
AMT1 et pour des transporteurs a haute-affinité RREt réprimée lors d’'un fort apport de
nitrate ; c’est le cas en particulier du g&bBlRT2.1sous contrdle dAtNRT1.1(Krouk et al,
2006; Loqueéet al, 2006; Remanst al, 2006b) (Fig. 9). Les produits d’assimilation ¢ |
tels que la glutamine et l'asparagine pourraien¢ ées signaux de satiété induisant une
répression de I'émergence et de l'allongement demes latérales (Gifforét al, 2008;
Ivanovet al, 2012).

Une coordination trés précise, via des moléculepasi de la modulation de
I'architecture du systeme racinaire en réponse faueniture d'azote est indispensable. En
effet, la plante investit du C et met en placerég®nses adaptées au niveau de ses racines lui

permettant une acquisition d’'N suffisante pour epit la formation de I'appareil
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photosynthétique. Le niveau d’initiation de racihe®rales a ainsi été montré comme étant
lié au rapport C/N (Malamy & Ryan, 2001) (Fig. De méme, la plupart des modifications
de l'architecture racinaire en réponse a différegtimes de nutrition azotée peuvent étre
expliquées par des modifications des allocation€ dri sein du systeme racinaire (Betn
al., 2010).

Les hormones, en particulier I'auxine et les CKst été précocement pressenties
comme jouant un réle comme molécules signal deatl'de nutrition azotée de la plante.
Ainsi, l'accumulation de nitrate dans les feuill¢suite a un fort apport de nitrate)
provoquerait une inhibition de la synthése d’auxdaes les feuilles et donc de son transport
vers les racines et de I'émergence des racinasles§Forde, 2002; Walch-Let al, 2006a).
Les CKs ont été identifiés comme étant des sigmbétat d’insuffisance d’alimentation en N
et il a été montré qu’un fort apport en nitrateundine forte augmentation de la teneur en
CKs des feuilles (Kibat al, 2011; Ruffelet al, 2011). L’'augmentation de CKs qui en résulte
dans les racines y aurait un impact négatif sutrdasport de l'auxine et inhiberait leur
croissance. D’autres hormones comme I'éthyleneABA sont aussi impliquées dans la
réponse systémique a la disponibilité en N (Walzhdt al, 2006a; Tiaret al, 2009; Ruffel
et al, 2011).

4. Ajustement entre les deux voies d’acquisition d’aze chez les
legumineuses

Le systeme racinaire des légumineuses est nodulést le support non seulement de
I'acquisition de I'azote minéral du sol par lesin@s mais aussi de la fixation symbiotique de
'azote atmosphérique au sein des nodosités, etpteportions racines/nodosités sont
variables selon I'état de la plante et de son millees développements racinaire et nodulaire
sont en compétition pour I'utilisation des ressesrdisponibles en C, ce qui nécessite un
ajustement tres complexe entre ces développemeutssptisfaire au mieux les besoins en N
nécessaires a la croissance de la plante. Les ohedésignal impliquées dans cette régulation
font I'objet d’études chez les légumineuses modetesmeM. truncatula Elles ne sont pas
encore connues chez les plantes cultivées. Legamiéguses a graines quant a elles, et
notamment le pois, ont fait I'objet de nombreudesi€& montrant un ajustement aux cours du

cycle de la culture entre les deux voies d’acqoisit’’N.
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Signalétigue de la régulation entre les deux orgageneses
racinaire et nodulaire

Les deux types d’organes sont initiés de fagon-@udiryonnaire et chez les Iégumineuses a
nodosités a croissance indéterminée, a partir démawn tissus cellulaires ; péricycle,
endoderme et cortex. Ainsi que nous l'avons vu desiparagraphes précédents, la formation
des nodosités et celle des racines latérales eatest les deux favorisées en conditions de
faible teneur en nitrate du milieu et sont régulpas les mémes phytohormones, le plus
souvent de facon antagoniste. Différentes étudaseasechea. truncatulaont confirmé
cette double implication des hormones. Ainsi, I'liogtion du transport d’auxine pour la
formation a la fois des racines et des nodositg @émontréeMtLAX, un gene codant pour
un transporteur d’auxine, s’exprime dans les deypes de primordia, racinaire et
nodulaire (de Billyet al, 2001); de plus il a été observé que le nombraatksités et de
racines formées est corrélé positivement a l'inténdu transport d’auxine via le phloéme
entre les parties aériennes et les racinesdtial, 2012). Les études relatives au role de
signalisation des CKs via le geMtCRE1 ont montré qu’elles sont indispensables a la
formation des nodosités avec un impact négatiflsudéveloppement des racines latérales
(Gonzalez-Rizzet al, 2006; Frugieet al, 2008; Laffontet al, 2015).

En complément des phytohormones classiques, i€ anéntré récemment que des
petits peptides sont des régulateurs potentiela dedulation et de la formation des racines.
Il existe deux types principaux de petits peptides,CLEs et les CEPs ; pour une revue voir
(Djordjevicet al, 2015; Okamotet al, 2016).

Les peptides CLE (CLAVATA3/EMBRYO SURROUNDING REGMN) sont les plus
étudiés de petits peptides. lls constitués par 13 acides aminés. 32 peptides CLE ont été
identifiés chez Arabidopsis. Ainsi que nous l'avoms précédemment, les peptides
MtCLE12/13, LJRCLE-RS1/RS2 et GmRIC1/2 ont été iuleds chez les légumineuses
modeles et chez le soja, comme étant des molésigral émises par les racines, induites
essentiellement par I'inoculation par les rhizofmais aussi par des fortes teneurs en nitrate,
et impliquées dans la voie d’autorégulation du nente nodosités (Mortieet al, 2010;
Reid et al, 2011; Okamotecet al, 2013; Okamoto & Kawaguchi, 2015) (Fig. 10a). Ces
signaux sont percus dans les feuilles par les téoep LRR-RLKs codés par
MtSUNNLJHARYGMNARKPsSYM29Krusell et al, 2002; Nishimuraet al, 2002; Searlet
al., 2003; Schnabadt al, 2005). Le signal synthétisé en retour au nivesgifduilles pourrait
étre constitué de CKs (Okamatbal, 2016).
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Fig. 10.Représentation des voies signalétiques de régnldti nombre des nodosités et de racines lat§eles
ChezLotus japonicusles peptides CLE-RS1/2 sont un signal de « gatidtansmis aux feuilles. CLE-RS1/2
sont induits par I'inoculation avec des rhizobiaCefE-RS2 est aussi induit par une forte teneur itnata du
milieu. Le récepteur HAR1 reconnait les peptide€€RS1/2 et envoie un signal, probablement sousdaten
CKs, aux racines qui induit une inhibition de ladalation (b) Chez Arabidopsis, les peptides CERd sa
signal de « faim » en N transmis aux feuilles.sist induits par une carence locale en nitraterélcepteur
CEPRL1 reconnait les peptides CEPs et envoie uralsggtondaire & des racines situées dans une pone n
carenceée pour y stimuler I'acquisition de nitr&&pres Okamotet al. (2016).
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Les CEPs (C-TERMINALLY ENCODED PEPTIDES) sont deppdes constitués de
15 acides aminés. 11 genes codant pour des CERPs@mmus chez Arabidopsis; parmi
lesquels sept sont sur-exprimés en conditions denca en nitrate dans le milieu (Tabata
al., 2014). Il est connu qu'il existe une réponse cengatoire a une carence locale en nitrate
via une augmentation du prélevement par les racitedes dans un milieu riche en nitrate et
impliquant une régulation systémique (Rufétlal, 2011). Tabatat al. (2014) ont montré
gue les CEPs associés a des récepteurs CEP (C&E#PBpe LRR-RLK sont des éléments de
cette régulation : les CEPs agissent comme deawsigascendants de carence en nitrate, des
racines vers les parties aériennes, ou leur peocepar AtCEPR1stimule I'expression des
génes transporteurs de nitrate probablement vyisdduction d’un signal lui-méme transmis
aux racines (Fig. 10b). Ched. truncatulg 11 genes codants pour des CEPs ont aussi été
identifiés ; il a été montré qu’une surexpressier’dn d’eux,MtCEPJ, induit une inhibition
de la formation des racines latérales et un ac®oent du nombre de nodosités (Ireiral,
2013). ParallelemenVitCRA2 un homologue d&tCEPR1 a été identifié comme régulant
positivement et de facon systémique la formatiors dedosités, et négativement et
localement celle des racines latérales (Huatlal, 2014). MtCRA2 est probablement un
récepteur de MtCEP1, I'ensemble constituant une & régulation des développements
racinaire et nodulaire différente de celle sousoetrole de peptides CLE et de leur récepteur
MtSUNN(Mohd-Radzmaret al, 2016).

Ajustement de la nodulation au cours de la croissae du pois
Des études écophysiologiques, menées en conddmmsilture contrélées ou au champ, ont
mis en évidence que les deux voies d’acquisitidv gbnt impliquées de facon différentielle
au cours de la croissance du pois. Les études@mi@nées principalement chez des variétés
cultivées, mais aussi chez des mutants hypernagulan

Que ce soit chez les variétés cultivées ou chemiatants hypernodulants, 'activité
fixatrice ne démarre pas immédiatement aprés Eeleles plantules ; les premiéres nodosités
sont généralement observées dans un délai de Bjeuds (Voisinet al, 2010). Pendant
cette période précoce, la croissance de la plapiese uniquement sur les réserves contenues
dans la graine (phase hétérotrophe) (Tratoal, 1997). En I'absence d’apport d’N minéral,
une carence en N peut s’établir de fagcon tempogzéredant la période de formation des
nodosités, entre le moment ou les réserves deneers® sont épuisées et celui ou les
nodosités nouvellement formées deviennent foncétbes: En conditions agricoles, une telle

carence est peu observée chez le pois, car congppasées reliquats azotés présents dans les
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sols (Voisinet al, 2002a). Il a été observé néanmoins que la migdaae des nodosités est
retardée si les reliquats azotés sont élevésquiaition de I'N se fait alors par assimilation
racinaire des nitrates du sol. Cette assimilataminaire diminue ensuite jusqu’a épuisement
de I'N minéral du sol et I'inhibition de I'activitdixatrice est alors levée (Voisiat al,
2002b). En l'absence d’'N minéral, la majeure padés nodosités est formée chez les
cultivars lors de la premiére vague de nodulatibes nodosités sont donc localisées
majoritairement sur la partie supérieure du systeanmaire ; leur densité est maximale a la
base du pivot et sur les racines latérales sitaées niveau, puis elle décroit rapidement a
mesure que I'on s’éloigne de la base (Triebal, 1997; Remmleet al, 2014). Le nombre
maximum de nodosités est atteint généralement atd#lraison puis, en général, stagne
jusqu’a la fin du franchissement du stade limitavdrtement des graines avant de chuter
fortement en fin de cycle (Bouriogt al, 2007; Voisinet al, 2010). Les nodosités formées
deviennent sénescentes, l'activité fixatrice décedi I'acquisition d’N repose alors sur

I'assimilation par les racines des nitrates du sol.

5. Diversité naturelle et evolution de la sélection dpois

Une trés grande diversité phénotypique et génétgiste au sein du genkRisum Elle a fait
I'objet d’études dés le milieu du 48iecle ; les travaux les plus connus étant ceu@ragor
Mendel (1822-1884) et de Nikolai Vavilov (1887-194Bes processus de sélection vegétale,
menés pour répondre a I'évolution de la consommatiodes modes de culture du pois, ont
évolué au cours du temps. La connaissance de fidisede cette diversité est indispensable

a son utilisation dans les programmes de séleggggtale a venir.

La domestication du pois

Le pois est I'une des premiéres especes végétaleedliquées dont les graines ainsi que
celles d'autres légumineuses (lentille, pois chitdee) formaient avec les graines de céréales
une composante alimentaire importante des premegrisations du Moyen-Orient (Zohary,

D. & Hopf, M., 1973; Mikicet al, 2014a). Les premiéres traces de culture du puige
trouvées dans la région du Croissant Fertile stitend’Israél a I'lrak en passant par le sud-
est de la Turquie ; elles datent du début de N#glie (7000-6000 avant J-C). La culture du
pois s’est ensuite propagée vers l'ouest (Turdgiiiece, Bulgarie) et vers I'est (Caucase, Iran,
Afghanistan). L'Ethiopie est considérée comme éantentre secondaire de diversification
(Vershinin et al, 2003; Jinget al, 2010). A I'dge du bronze les pois étaient présdans
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toute I'Europe, de I'Est (Hongrie, Pologne, Russid)Ouest (France, Suisse, Allemagne)
(Zohary, D. & Hopf, M., 1973; Mikicet al, 2014a). En paralléle, la culture de pois s’est
déplacée vers I'Inde, ou les premiéres référeneesosivent vers 200 av. J.-C., et vers la
Chine (Chimwamurombe & Khulbe, 2011; Smykalal, 2015).

Les premieres études de classification, baséetasmorphologie des plantes et de
leurs graines, leur zone géographique et sur Ig®ges, ont identifié cing especes parmi le
genrePisum: P. sativum: P. humile, P. elatius, P. abyssinict®. fulvum(Fourmont, 1956;
Ben Ze'ev & Zohary, 1973). Actuellement, deux esgexeulement sont le plus généralement
reconnuesP. fulvumet P. sativum,elle-méme subdivisée en trois sous-especadivum
elatius et abyssinicum(Smykal et al, 2011). P. fulvum dont la zone géographique est
restreinte au Croissant Fertile,Retsativumsubspelatius plus largement distribuée a travers
le bassin méditerranéen, sont actuellement cosdgsmme étant les parents sauvages du
pois cultivé P. sativum subsp. sativum. P. sativum subsp. abyssinicumdont la zone
géographique se situe au Yémen et en Ethiopieusst an pois cultivé mais qui est considéré
comme ayant dérivé indépendamment, jusqu’a coestitoe troisieme espece (Vershigin
al., 2003; Jinget al, 2010).

Le pois est une espece annuelle et préférentietieamgogame. Chez la plupart des
pois cultivés, les fleurs sont cléistogames (I'gotbnisation a lieu avant I'ouverture de la
fleur). Chez les pois sauvages ou fourragers lastolgamie est moins stricte ; des

Hyménopteres peuvent visiter les fleurs et trartepde pollen.

Les principales évolutions de la sélection du pois

Différents écrits datant de I'Antiquité puis du My Age mentionnent que le pois était
consommeé en grains secs et avait un rble détermidams la lutte contre les famines
(Fourmont, 1956). Le pois mangetout, c’est-a-divecades gousses sans parchemin donc
consommables, était déja connu au XVle siécle.t@esette époque que I'on commence a
distinguer le pois des jardins et le pois des clgarhp pois commenca a été consommé sous
forme de grains verts retirés de la gousse au X%iBele; il était trés apprécié a la cour de
Louis XIV et par la noblesse anglaise. Une des pas variétés dénommeées connues est le
pois « Michaux de Paris » ; elle aurait été creed&50. A partir de la fin du XVllle siécle
sont créées beaucoup de nouvelles variétés en dramtles que « Corne de bélier »,
« Merveille dEtampes » ou « Serpette d’Auvergr®imorin-Andrieux, 1883). Les variétés
devaient produire des grains verts et lisses @nde aux exigences telles que productivite,

facilité de récolte, précocité échelonnée pour ppravisionnement des marchés sur une
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grande période de I'année. Les Anglais ont égaleédmeaucoup travaillé a I'amélioration du
pois, notamment de sa précocité et de la taillegdesses et des grains ; les variétés les plus
connues sont les pois Marrow ridés de Knight, «n@fian d’Angleterre », « Plein le panier »
et « Merveille de Kelvedon ». Les variétés frangsist anglaises pouvaient étre naines ou a
hautes tiges avec de nombreuses ramifications (@orames). Certaines des anciennes
variétés francaises ou anglaises sont encore tescsur le catalogue des pois potagers
francais [ittp://www.gnis.fr/index/action/page/id/257/titled@logues-francaisCe catalogue

a été créé en 1952, année ou toutes les variédésscauparavant y ont été officiellement
inscrites.

Entre les années 1950 et les années 1970, lestriedusle conserverie et de
surgélation se sont beaucoup développées en Frddmed & Varoquaux, 2006). La
production de pois potager a quintuplé en Franele est devenue ainsi le premier
producteur en Europe de pois de conserve. Le ppisraisé représentait dans les années 1970
plus de 40% des conserves de légume. C’'est dacsntexte qu’ont été créées les premieres
variétés de pois potagers d’hiver dans un butaligément de la période de récolte des pois
frais (Cousin, 1976).

En 1973, suite a 'embargo des Etats-Unis sur |a, Sbest devenu nécessaire de
cultiver en Europe des plantes riches en proté&iesinées a I'alimentation du bétail. Un plan
« protéines » accordant des subventions pour lduptmn locale de cultures riches en
protéines a été mise en place en Europe. Il a Baldoutn intérét accru pour le pois
protéagineux, c'est-a-dire d’un pois cultivé eniplehamp pour sa production de grains secs
riches en protéines. Les entreprises semencietes gtstituts publics en France, Suede, aux
Pays-Bas, Danemark et Royaume-Uni ont investi degens sur la recherche de variétés
adaptées et productives. En France, un catalogeigale protéagineux a été créé en 1976.
Les premiéres variétés de pois protéagineux ontl#Enues a partir de croisements entre des
pois utilisés comme fourrages et des pois potagersle casserie. Les pois fourragers se
caractérisent par leur haute taille et le plus satiypar la couleur anthocyanée de leurs fleurs.
Il existe quelques variétés inscrites dans un cgted (créé en 1961). Les pois de casserie sont
des pois destinés a l'alimentation humaine, résadté sec et a forte teneur en protéines de
leurs graines ; leur sélection spécifique a pris én 1977 (Doré & Varoquaux, 2006).
Actuellement, les graines de pois protéagineux¢ ave teneur moyenne en protéines autour
de 24% de la matiere seche, sont essentiellemdigées en alimentation animale (a
destination surtout des monogastriques, porcs killes) mais connaissent de nouveaux

débouchés a I'export en alimentation humaine.
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Grace aux progres conjoints des techniques dareudtt de la sélection végétale, les
rendements moyens en pois secs ont progressésqlbalBn moyenne en 1970 a 38 g/ha en
1982 et 45 g/ha en 1985 (Doré & Varoquaux, 200&hn8idler et al, 2015). Une des
premieres pistes d’amélioration du rendement aleég&réation de variétés de pois d’hiver
supposeées apporter une productivité nettement isupéra celle des pois de printemps ; ces
variétés d’hiver ont été créées en utilisant desétés-populations de pois fourragers
collectées dans diverses régions de France ouaewet repérées comme résistantes au froid
(Cousin, 1976). Cependant toutes ces variétésiinimps comme d’hiver, souffraient d’une
faible résistance a la verse et donc de récoltéxildis. | a fallu attendre I'innovation
apportée par la mutatioafila transformant les folioles en vrilles pour assiséerune
augmentation des surfaces cultivées. « Solara prelaiere variété de typaila fut inscrite
en 1984 ; c’est la versioafila d’'une des premieres variétés de pois de printangasite,

« Finale » (Doré & Varoquaux, 2006). La Francedestenue le premier producteur européen
de pois protéagineux et un pic de production yéaaéteint en 1993, avec plus de 700 000 ha

semés.

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

La France est aujourd’hui le sixieme pays productieupois protéagineux dans le monde et

est le premier en Europe (environ 500 Mt en 20b8p://faostat.fao.ofg Néanmoins, les

surfaces consacrées aux pois protéagineux onhétdsment baissé en France et en Europe

qui ne produisent toujours que 50% de leurs besmnwotéines pour I'alimentation animale.

Les causes de la diminution des surfaces cultivées pois

Un tres net recul des surfaces cultivées en po#&éaobservé durant les années 2000 ;
seulement 100 000 ha de pois ont été cultivés ancEren 2008. La principale raison de ce
déclin est le développement d’'une maladie fongiguiaire due @&phanomyces euteiches
S’y ajoutent un impact des politiques européenpesniéere réforme de la Politique Agricole
Commune en 1992 puis Agenda 2000, défavorablesiauy protéagineux et en particulier
du pois. En ont découlé une marginalisation deecetpéce, un plus faible investissement de
la part des sélectionneurs et un déplacement delsae vers les terres les moins bonnes, les
meilleures étant réservées aux cultures les phitsibbtes telles que le blé et le colza. Depuis
2010, de nouvelles politiques ont été mises erceplpour relancer la culture des

protéagineux ; avec en 2010 un nouveau plan eunopderotéines » et en 2014 le plan
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« Protéines végétales pour la France » incluanaiies se situant entre 100 et 200 €/ha pour
ces cultures ainsi que pour le soja. Par aillenes cultures capables de fixer I'azote
atmosphérique sont aussi comptabilisées dans Igaces d’intérét écologique (SIE) et
permettent de bénéficier d’un paiement vert. Lictpdes politiques incitatives est certes
positif mais ne perdure pas. Ainsi, les surfaces aiteint 240 000 ha en 2010, chuté a
118 000 ha en 2013, et ont a nouveau progressé&’'aud@3 000 en 2016 (Notes aux
opérateurs, Terres Univia). Le principal frein acaliure reste lirrégularité de son rendement
et de la teneur en azote de ses graines, auqu@Eutsiat le défaut de régularité
d’approvisionnement pour les fabricants d’alimemisur le bétail et Il'instabilité des

débouchés vers les pays tiers.

Les potentialités de I'amélioration de la nutrition azotée pour
I'amélioration du rendement

Une partie des baisses de rendement peut étrbugéttria un déficit de nutrition azotée. En
effet, une nette corrélation entre niveaux de tatriazotée et de rendement a été observée en
conditions de plein champ (Doeé al, 1998; Voisinet al, 2007).

Le levier de I'amélioration de la fixation symbiotique

La fixation symbiotique est trés sensible aux ctods environnementales (stress abiotiques
et biotiques) ; un déficit hydrique ou au contraireexces d’eau, une alimentation carencée
en P, K et S, un état structural du sol dégradarmuinfestation de sitones sont des facteurs
limitants (Crozaet al, 1994; Corre-Hellou & Crozat, 2005; Prudenal, 2016).

De plus, en conditions de plein champ, les plap@msvent étre nodulées par des
rhizobia ayant une faible efficacité symbiotiqueiglett & Sadowsky, 1992). Les populations
naturelles de rhizobia nodulant le pois varienbseles sols et les pratiques culturales
(Fesenkeet al, 1995; Laguerret al, 2003; Depretet al, 2004). Cette diversité bactérienne
se traduit par une diversité fonctionnelle au nive la plante, avec des effets sur son
développement aérien et sur celui de ses racinesdeisités, et sur I'efficience d’acquisition
d’'N (Helz et al, 1927; Fesenket al, 1995; Laguerreet al, 2007). Les souches sont aussi
connues pour étre variables en compétitivité wssade leur plante héte (Amarger &
Lobreau, 1982). Les rhizobia exercent un effet aflireur le processus de nodulation,
notamment grace a leur synthese de facteurs Nedrgtainsi plus ou moins compétitives.
Certains rhizobia peuvent étre compétitifs sane B#néfiques a la plante ; ce sont « les
tricheurs », symbiotes non mutualistes qui bérgtficde ses ressources sans rien lui fournir

en échange (Saclet al, 2010). Face a ce probleme encore mal quantifiEweope et par
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contre pris en compte au Canada par des inocutasiggstématiques, I'inoculation du pois par
des souches efficientes peut étre envisagée commenayen d’améliorer sa fixation
symbiotique et donc son rendement (Bremteal, 1988; Fesenket al, 1995; McKenziest
al., 2001; Depret, 2008). Cependant, les souches liesLefficientes peuvent étre moins
compétitives que les rhizobia endogenes et dangase I'inoculation inefficace pour
augmenter le rendement (Measteal, 1985).

Les populations de rhizobia nodulant le pois vdriégalement selon le génotype
végeétal, suggérant que la plante peut aussi exeanoercontrble sur ses partenaires
symbiotiques (Bourioret al, 2007; Depret & Laguerre, 2008). La nodulationuimain colt
en C important pour la plante, généralement aundéirt des parties aériennes et des racines.
Il est communément admis que la plante a acquepars de I'évolution une préférence pour
certains partenaires bactériens, soit par séled@gsnpartenaires les plus bénéfiques (Simms
& Taylor, 2002) ou a sanctionner les moins effisaoa « tricheurs » (Oonet al, 2011). La
sélection végétale peut aussi avoir un impact. iAiihsa été observé que des variétés-
population de luzerne, sélectionnées pour I'améfion de leur fixation symbiotique,
choisissent de préférence, parmi les souches inesg&elles qui leur sont les plus favorables
pour I'acquisition d’azote (Hardarsan al, 1982). Néanmoins, la sélection végétale pratiquée
ces dernieres décennies, dans des systemes dee aithes en nitrate peu favorables a la
fixation symbiotique, peut avoir affecté la capacile défense des plantes contre les
symbiotes peu bénéfiques, comme suggéré par lesuitasur le soja (Kiergt al, 2007).
Ainsi, il devient indispensable de prendre en canijmteraction avec les rhizobia dans les
nouvelles démarches de sélection végétale, aveemeopnéliminaire la connaissance de la

diversité génétique chez le pois pour le choixrtieobia.
Le levier de 'augmentation du développement raciniae

L’acquisition de I'N minéral, complémentaire defitgation symbiotique, peut étre limitante,

en particulier a partir du stade de remplissagegiams, si le systeme racinaire n’est pas
assez développé. Les mutants hypernodulants deeporgprésentent un cas extréme ; la
formation des nodosités en nombre excessif engamdreodt en C tres élevé limitant trés
fortement les croissances aérienne et racinaifieaement la quantité totale d’'N accumulée
dans la plante (Salogt al, 2001; Bourioret al, 2007). L’étude de ces mutants a permis de
progresser dans la connaissance de la régulatiola dedulation. L’intérét en création

variétale de ces mutants meériterait devrait étresiatesté en introgressant les alléles

d’hypernodulation dans des génotypes a fort dépelo@nt racinaire.
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La variabilité du développement racinaire du pdiai@l’objet de différentes études au
champ et en conditions contrélées. Les études amghont montré que la profondeur
d’enracinement des pois varie selon les génotypes pibis et les conditions
environnementales, avec un effet fort du génotyip®iup-Kristensen, 1998; Kraft & Boge,
2001; Vocansoret al, 2006; Bourionet al, 2007). Des expérimentations réalisées en
conditions contrélées ont permis d’étudier un grend nombre de génotypes de pois et ont
mis en évidence une grande variabilité de longetlriomasse de racines associées a une
grande variabilité des biomasses aériennes (AlirRKkkaSnoad, 1977; McPhee, 2005). Ces
expérimentations en conditions contrdlées onté@dbsees a des stades de développement trés
précoces (moins de 2 semaines). Elles avaient gdgjactif principal I'étude des corrélations
entre développement et croissance racinaire etataié a des maladies racinaires telles que
celle induite par le pathogeghanomyces euteichdsa variabilité su systeme racinaire a
des stades plus tardifs et les potentialités d’mmaglon de I'acquisition d’N par une
amélioration du développement racinaire restenk@oeer. Enfin, jusqu’a présent, aucun
géne n’a été identifié chez le pois comme étardcds la variabilité de son développement

racinaire.

7. Objectifs et stratégie du travail de these

Un idéotype de pois pour la nutrition azotée pdrg éonsidéré comme un génotype
présentant une complémentarité optimale entre éexx droies d’acquisition d’N, avec une
mise en place des nodosités qui ne se fasse pasiéamiment du développement
racinaire (Salonet al, 2001). L'objectif de cette thése a été d’acquémre meilleure
compréhension du controle génétique de la miselae mles racines et des nodosités et de
leur impact sur la nutrition azotée de fagcon a @gulsi un tel idéotype est concevable.

Pour répondre a cet objectif, deux questions dberebe ont été posées dans une
premiére étape : i) Existe-il une variabilité gémée pour les caractéres de mise en place des
racines et des nodosités ? ii) Les variabilitéo@éss a ces caractéres sont-elles corrélées
entre elles et aux caracteres d’acquisition d'N laleplante via un controle génétique
commun ? Deux pistes d’amélioration de la nutritkamotée ont ensuite été étudiées au cours
de deux autres étapes; I'amélioration de leur a@gpaiment racinaire a partir d’'une étude
détaillée d’un mutant de développement racinaivgs pamélioration de leur symbiose avec
les rhizobia.

Deux types d’approche génétique ont été utiliséscaus de ces étapes. La premiere

approche est quantitative et se base sur la rduhettassociations entre diversité de
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I'architecture racinaire et nodulaire ou diversile I'acquisition d’azote et polymorphisme
moléculaire. La deuxiéme approche est transcrigjomiet vise a mettre en évidence des
différentiels d’expression de génes corrélés a hénptype racinaire et/ou d’acquisition
d’azote. Ces deux types d’approches ont nécesgitédé d’'une grande variabilité de
ressources geneétiques, qui sont de différents typlem I'approche génétique utilisée ; une
population de lignées recombinantes a été étudiae lapproche quantitative et un mutant
de développement racinaire pour I'approche trapsamique.

Enfin, la stratégie de recherche s’est caractégs@eune approche pluridisciplinaire
du phénotype, comportant a la fois une descripties structures (mise en place du systeme
racinaire nodulé) et de leur fonctionnement (modidephysiologique + métabolomique),
tout en tenant compte du partenaire microbien (ootdition a diverses souches de
Rhizobium).

Les résultats détaillés de chacune des trois émpesrésentés et discutés dans trois
chapitres successifs sous forme d’articles scigngs en anglais. Les deux premiers articles
ont été publiés dans des revues internationalesndté& de lecture. Chacun de ces trois
chapitres est complété d’une introduction spécdique dernier chapitre du manuscrit
présente une discussion sur les apports des rdsdétda thése, ainsi que des perspectives de

recherche.
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CHAPITRE | : ETUDE DU DETERMINISME GENETIQUE
DE L' ARCHITECTURE RACINAIRE NODULEE ET DE LA

NUTRITION AZOTEE DU POIS

1. Introduction au chapitre |

Cette premiere étude a été réalisée pour déterrsingr idéotype de nutrition azotée, défini
comme présentant une complémentarité optimale ¢grdeux voies d’acquisition d’'azote,
était concevable chez le pois. La variabilité geuet existante pour I'architecture racinaire
nodulée et son impact sur I'acquisition d’azote ét# évaluées de facon conjointe sur une
population de lignées recombinantes. Une rechadeh®uantitative Trait Loci (QTL) a été
réalisée pour chacune des variables mesurées 'afudidr les controles génétiques de ces
caractéres et ainsi les possibilités de sélectioges caracteres.

En préliminaire a cette étude, nous avons réalféé&rehtes expérimentations sur les 7
lignées parentes des populations de lignées recamtas (RILS) qui avaient été créées dans
I'Unité. Les lignées avaient été choisies essdatient pour leur variabilité en teneur en
protéines et en poids de graines (Burséh al, 2007); rien n’était connu sur leur
développement racinaire et nodulaire. Les expériatiems ont été menées avec différentes
conditions de nutrition azotée (dose d’N, soucherldeobium a inoculer) avec différents
types de substrat et contenant. Elles nous ontipeaten: i) mettre au point des conditions et
méthodologies de phénotypage de l'architecturenaii@ et nodulaire applicables sur un
grand nombre de lignées, et de préférence nonudésts, ii) déterminer un ensemble de
variables représentatives et mesurables sur urd grambre de lignées de pois et iii) choisir,
parmi les populations de RILs disponibles, cellééer a partir des deux lignées les plus
contrastées pour la mise en place de leurs raetnesdosités et de leur acquisition d’N.

Deux expérimentations de phénotypage utilisantriéthodologies mises au point ont
éte réalisées en serre sur 153 des lignées recantbsn de la population choisie. Des
variables intégratives clés d’efficience d’acquisitde N et de C ont aussi été mesurées selon
le modele écophysiologique proposé par Moretal. (2007) et Voisinet al. (2007). Des
données de deux expérimentations au champ surigeges de la RIL4 étaient aussi

disponibles. Une recherche de QTL a été réalisae gdmacune des 57 variables mesurées sur
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153 lignées recombinantes en utilisant la cartetgume comprenant 152 marqueurs qui était
alors disponibles. Ont ainsi été détectés, 32 Qatifs aux racines et 26 QTL relatifs aux
nodosités; avec des parts de variation phénotypéoppdiquée par chacun des QTL variant
entre 9 et 49%. Parmi eux, 7 QTL relatifs aux resiat 11 des QTL relatifs aux nodosités ont
éte trouvés comme co-localisant sur le LGl a praérdu marqueur Af ; avec un effet négatif
sur tous ces caracteres de l'allafinduisant la diminution de surface de feuilles pae
transformation des folioles en vrilles, en acconkc I'’hypothese de limpact de la
disponibilité en C pour la mise en place des racatades nodosités. Trois autres zones de co-
localisation entre QTL racines et QTL nodosités étdt détectées ; les autres zones étant
spécifiques, ce qui ouvre la possibilité de séexter sur les caracteres de racines ou de
nodosités de fagcon indépendante. La co-localis&mtre la majeure partie des QTL relatifs a
'accumulation d’'N dans les plantes ou dans lesingea avec des QTL relatifs aux
développements racinaire ou nodulaire est un aag@tat marquant de cette étude et ouvre
des possibilités de sélection d’un idéotype deitimtrazotée.

L’ensemble de ces résultats a fait I'objet d’unblmation dans la revu&heoretical
and Applied GeneticBourionet al, 2010).

42



Chapitre |
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Genetic dissection of nitrogen nutrition in pea though a QTL
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Abstract

Pea Pisum sativumL.) is the third most important grain legume worlde; and the
increasing demand for protein-rich raw material lesto a great interest in this crop as a
protein source. Seed yield and protein contentrap<s are strongly determined by nitrogen
(N) nutrition, which in legumes relies on two commplentary pathways: absorption by roots
of soil mineral nitrogen, and fixation in nodulelsabmospheric dinitrogen through the plant-
Rhizobium symbiosis. This study assessed the potential dfir@éy-occurring genetic
variability of nodulated root structure and funaiing traits to improve N nutrition in pea.
Glasshouse and field experiments were performedseen pea genotypes and on the
‘Cameor’ x ‘Ballet’ population of recombinant inlatdines selected on the basis of parental
contrast for root and nodule traits. Significantiation was observed for most traits, which
were obtained from non-destructive kinetic measer@s of nodulated root and shoot in
pouches, root and shoot image analySi, quantification, or seed yield and protein content
determination. A significant positive relationshiias found between nodule establishment
and root system growth, both among the seven gpestyand the population. Moreover,
several Quantitative Trait Loci for root or noduiaits and seed N accumulation were
mapped in similar locations, highlighting the pbggy of breeding new pea cultivars with
increased root system size, sustained nodule nyrabdrimproved N nutrition. The impact
on both root or nodule traits and N nutrition ofetlyenomic regions of the major

developmental genes andAfwas also underlined.

Keywords: Pisum sativuri., root and nodule development, pouches, roogananalysis,

shoot nitrogen accumulation, Quantitative TraitiLoc
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Introduction

Pea Pisum sativunL.) is the third most important grain legume woride; after soybean
(Glycine maxL.) and common beanPhaseolus vulgarid..) (FAOSTAT, 2007). The
increasing demand for protein-rich raw materialdammal feed or human nutrition has led to
a greater interest in this crop as a protein so(®amtallaet al, 2001). Selection for high
yield, high seed protein concentration and earlyunity has been undertaken by pea breeders
to develop cultivars with superior performance. ldger, seed yield and protein content are
very variable, mostly because of biotic and envimental stresses. In all crops, nitrogen
nutrition is one of the key processes involved etedmining yield. In legumes, N acquisition
relies on two complementary pathways: absorptiosalf mineral nitrogen and fixation of
atmospheric dinitrogen through the pld&ttizobiumsymbiosis. N fixation supplies the major
part of plant nitrogen but is complemented by Noapon at critical stages, especially when
N, fixation decreases during seed filling. Ecophysgatal studies on legumes have
established a relationship between respirationscagtich are mainly associated with energy
demand for Mfixation in nodules, and C allocated to nodule eot structure (Voisiret al,
2003a). Nitrogen flux through symbiotic activityshheen modeled as a function of C flux
towards nodulated roots, which is independent vhta availability but depends on nodule
biomass. From the vegetative phase up to floweting,developing nodules represent the
largest carbon sink for the plant angdfiXation contributes to the largest part of N asifion
(Voisin et al, 2003b). Conversely, at the end of growth cyclemhlling seeds become the
largest carbon sink, N-fixing activity decreasestts stage, exogenous N supply relies on N
assimilation by roots and should be limiting if tfeot system is too small (Bouricet al,
2007).

We hypothesize that the genetic improvement of sgtithefficiency and of nutrient
acquisition by root systems can contribute to thprovement of legume crop performances
and their stability. Due to the technical diffiguldbf studying the phenotype of root systems,
the molecular determinants of root or nodule dgwelent are less understood than those for
aerial plant parts. However, the molecular basishefearly nodule development has made
significant progress since the discovery of plasjponses to bacterial signals, known as Nod
factors (Dénarié & Cullimore, 1993). Three genestailing early steps of Nod factor signal
transduction have been identified bothMedicago truncatulgCatoiraet al, 2000; Endreet
al., 2002; Anéet al, 2004; Lévyet al, 2004) and in pea (Endet al, 2002; Lévyet al,
2004; Edwardset al, 2007). Nodulation is then regulated through ppally a major
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systemic regulation pathway known as autoregulatbmodulation (AON), and mutants
impaired in AON display a hypernodulating phenotyper review see (Oka-Kira &
Kawaguchi, 2006; Magori & Kawaguchi, 2009). In p#a hypernodulation phenotype is
under shoot control faym28andsym29mutants (Sagan & Duc, 1996) but under root control
for nod3 mutant lines (Postmat al, 1988). Most of these hypernodulating mutants have
reduced shoot and root growth (Saketnal, 2001; Bourionet al, 2007; Novaket al, 2009),
which may result from the competition for C betwelese different structures (Voisat al,
2007), and/or from complex meristematic respongetmonal signals (Krusedt al, 2002).

A few experiments have investigated the spontanpeasgenetic variability of root
development in young seedlings under controlledditmms (Ali-Khan & Snoad, 1977;
McPhee, 2005) or in field experiments (Thorup-kKarsen, 1998; Kraft & Boge, 2001;
Bourionet al, 2007) Up to now, this variability in pea has not beeroasgted with any plant
genes. However, several regulators of root devetoprhave been identified iNedicago
truncatula and most of them monitor a fine and complex tnof root versus nodule
development. They include (i) genes involved netabluxin, cytokinins and ABA transduction
pathway:MtLAX geneis involved in local auxin transport and contragetal root and nodule
development (de Billyet al, 2001; Mathesius, 2008), cytokinin signaling méetia by
MtCRE1 gene regulates nodulend lateral root organogenesis in an opposite nranne
(Gonzalez-Rizzeet al, 2006; Frugieret al, 2008), whereas ABA can rescue the root but not
nodule meristem defect observedlatd mutants ofMt (Bright et al, 2005; Lianget al,
2007), (i) genes involved in nitrate sensing aedponse: low mineral N condition is a
prerequisite to allow nodule formation and functiomhereas high levels of nitrate or
ammonium inhibit nodule formation (Caroll & Mathewi®990; Barbulovaet al, 2007) This
inhibition of nodulation is primarily a localizeésponse (Caroll & Mathews, 1990) but also
includes AON, as exemplified by the nodule mainteeain hypernodulating mutants grown
under high N@ (Caroll & Mathews, 1990; Sagan & Duc, 1996; Woperet al, 2000;
Schnabekt al, 2005). Recently, thELE gene inLotus japonicusvas proposed to produce a
root derived signal, which driveldAR1 mediated autoregulation and nitrate inhibition of
nodulation (Okamotet al, 2009).

Quantitative trait loci (QTL) mapping has becomwidespread approach to dissect
the genetic determinism of many economically imgatrtcomplex traits in plant breeding. In
pea, several genetic maps have been constructed disierent types of markers, and genes
of known function have been integrated into congemsaps (Weedegt al, 1999; Auberiet

al., 2006). QTL for important traits in pea have bémalized, including QTL for resistance
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to root diseases (Pilet-Nayet al, 2002), QTL for frost tolerance (Lejeune-Héenadtal,
2008; Dumontet al, 2009) or QTL of seed yield and protein contentmifierman-Vaughan
et al, 1996; Tar'aret al, 2004; Timmerman-Vaughaet al, 2005; Burstiret al, 2007). Most
QTL for seed traits were shown to coincide withegnor QTL for aerial developmental traits,
indicating either that the genomics regions assediavith these QTL carry group of linked
genes, or that single developmental genes undgriyie QTL have pleiotropic effects on
plant morphology, nitrogen source capacity and ggetkin content and yield (Burstet al,
2007). Identifying the genetics determinants ofagen source capacity may unravel the
molecular basis of the seed traits QTL. A few QoL riitrogen source capacity were mapped
in cereals, and showed overlaps between QTL oftphétnogen use efficiency or root
architecture and QTL for seed yield (Tuberesal, 2002; Coque & Gallais, 2006; Laperche
et al, 2006).

In this study, we questioned the feasibility of noyng nitrogen nutrition in legumes:
Is there a significant genetic variability for roahd nodule development traits in pea
ecotypes? Is there an antagonistic relationshiwvd®st nodule and root developments? Can
we identify root and/or nodule characteristics tha¢ associated with seed nitrogen and
biomass accumulation? To answer these questionsharacterized the genetic variability of
the nodulated root compartment in pea and itsioglsthip with nitrogen accumulation in the
plant, in seven pea genotypes. Then, we identdd. for these traits in a recombinant
inbred line (RIL) population derived from the crdsstween two genotypes with contrasted

nodulated root development.

Materials and methods
Plant material

Seven genotypes, parents of RIL populations (‘Ball€ameor’, China, VavD265, K586,
‘Sommette’, ‘Terese’) were assessed in glasshoosevhluate root and nodule traits
describing their nitrogen acquisition structuree3é genotypes were described by (Baranger
et al, 2004), and their seed protein content and wedgtérmined by Burstiet al. (2007).
The population RIL4 comprised 207 recombinant idbliees (RIL) deriving from a cross
between ‘Cameor’ and ‘Ballet’. ‘Ballet’ differs fro ‘Cameor’ by lower seed protein content

and by its semi-leafless type, due to the effecfajene.
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Field trials

The population RIL4 was sown in two field experintsgron March 3d, 2004 (Exp04f; 180
F6:8 RIL) and on March 21st, 2006 (ExpO06f, 153 F&HA. deriving from the F8 RIL
harvesting in 2004), at INRA-Dijon, Domaine d’Epsss, Breteniére, France. At the sowing
date, the ploughed layer (0-30 cm) of soil contdiabout 60 kg and 5 kg of N fan 2004
and 2006, respectively. Three weeks after sowingg N hal of N labelled ammonium
nitrate was applied, providing 1% atom excé&sand K fertilisation was performed during the
preceding autumn. Irrigation was provided at thgito@ng and end of flowering to avoid any
drought stress. In these field trials, with twoliegdes in 2006 and one in 2004, each plot
consisted in a 30-pea plant row grown on trellesed samples of ten pea plants per plot were

harvested when seeds had ripened.
Glasshouse experiments

Four glasshouse experiments were carried out ssigegs in February 2005 (Exp05a),
December 2005 (Exp05b), February 2006 (Exp06) astatuary 2007 (Exp07). Plants were
grown in controlled temperature (20°C/15°C) in ahl@ay-night cycle and under a mean
photosynthetically active radiation (PAR) of 170 qirphotons r# st guaranteed by high-
pressure sodium lamps when daylight was declinlinggse experiments were performed in
pots or in pouches, with surface sterilized seedsterilized substrates inoculated with a cell
suspension of @&hizobium leguminosarurbv. viciae (RIV) (ca. 18 per seed; Smith &
Wollum, 1989; Lira Junioet al, 2005) and supplied with a low nitrate content (&hM)
nutrient solution for optimal root and nodule degrhent. When grown in pots, plants were
grown in 7-litre pots filled with a 1:1 (v/v) mixte of sterilized atapulgite and clay balls
diameter). Inoculation was applied just after s@vifihe sowing density was of 4 seeds per
pot, but only the 3 most homogeneous seedlingstbeet were kept after emergence.

When grown in pouches, 15 seeds by genotype wesity/fieft to germinate in plastic
boxes filled with one litre of 4% (w/v) Kalys agdP 696 gel, during four days, and then the
3 most homogeneous seedlings, with taproot lenfyetbout 3 cm long, were transferred into
sterilized growth pouches and inoculated the d&gr.aEach pouch consisted on a transparent
plastic bag of 18 cm in width and 20 cm in lengtbintaining a wick paper forming a trough
in which the seed was placed (Fig. I.1). All pouckneere covered with opaque paper. They
received 50 ml of the low nitrate content nutrisalution, which was replaced twice a week
The solution had an initial pH of 6.5 (Novakal, 2002), and whatever the pouch, a final pH
between 6.3 and 6.5 when renewed after 3 or 4iday@ntact with the root.
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ExpO5a was set up to assess the genetic variabiliiye nodulated root development
in 7 genotypes (‘Ballet’, ‘Cameor’, China, VavD26K586, ‘Sommette’, ‘Terese’). Seeds
were sown in pots and inoculated wiv strain 1007 (Sagan & Duc, 1996; Lagueesteal,
2007) in a three-block randomised design, with fpois per genotype in each block. Plants
were harvested for measurements at 4 successigesstthe 4-leaf, 9-leaf, beginning of
flowering (BF) and beginning of seed filling stadBSF). In order to assess the effect of pots
and pouches growing conditions as well as of e strain, Exp5b was performed with
genotypes ‘Ballet’, ‘Cameor’, and VavD265 grown lban pots and pouches, and inoculated
using eithemRlIv strain 1007 or P221 (Tricat al, 1997; Laguerreet al, 2007). Plants were
harvested for measurements at BF. The two follov@rgeriments were carried out in order
to map QTL of nodulated root development in the piag population RIL4. In Exp06, seeds
of 153 F6:9 RIL and of their two parents were sawm two-block randomized design, with
one pot per RIL and six pots per parent in eackkolin Exp07, after measurement of their
tap root length (TRootLdO), seedlings of 117 F6IR &d of their two parents were grown in
sterilized growth pouches, in a three-block randmaidesign, with one pouch per line and
two per parent in each block. Seeds or seedlings weculated withRIv strain P221 and
plants watered throughout the experiment, withtaient solution supplemented with 2.5 mM

15N labelled nitrate (19%°N). Plants were harvested for measurements at BF.
Root measurements

When plants were harvested, their root system weefully spread onto a transparent sheet to
minimize root overlapping and scanned as digitadges with an A3 color scanner (Epson;
Tokyo, Japan). After image scanning, first ordderdal roots and nodules were counted.
Roots and nodules were then oven-dried at 80°@8&dh, weighed separately, and their dry
matter (RootB and NodB, respectively) and relagpagt of nodule upon belowground dry
matter (NB:BGB) were determined. Total root lengitiRootL) and nodule projected area
(TNodPA) were further determined by image analysimg WinRHIZG®® Software (Regent
Instruments, Quebec, Canada). Growth pouches Hisoea for non-destructive observation
throughout the Exp07. Twice a week, from date 1l ulasite 7 corresponding respectively to
two and 27 days after the seedlings transfer ircipes, number of first order lateral roots
(NLatRoot) and number of nodules (NNod) were codnfEhe increase of first lateral root
number was linear between date 1 and date 4 (twadwes after transfer), allowing the

calculation of first order lateral root appeararate (LatApR) within
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Fig. 1.1. Observation of pouch 15 days after seedling teangfto pouch (d5)&) the pouch consists on a
transparent plastic bag of 18 cm in width and 20irrtength, containing a wick paper forming a trbug
which the seedling was placed) foots and nodules are draw on a transparent sbeeting the pouch
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this period. First nodules appeared only at datend, the nodule appearance rate (NodApR)
was calculated within the linear increase periotivben date 4 and date 6 (20 days after
transfer). Roots and nodules were also drawn aarssparent sheet covering the pouch, in
different colours according to the root order, aed indicated nodules (Fig. 1.1). After
transparent sheets scanning, total root elongatitsn (TRootER) and nodule projected area
increase rate (TNodPAR) were calculated within pleeiods of linear increase. All these
calculated traits were expressed as a functionuaiutative degree°C.days from sowing,
using a 0°C base temperature (Ney & Turc, 1993).

Aerial part measurements

The date of beginning of flowering (BegFlo), Shéength (ShootL), and number of basal
branches (NBranchjvere measured at harvest in all experiments. Intredl glasshouse
experiments, the main stem leaf number was meadhwredghout the vegetative period,
allowing the calculation of leaf appearance ragaf\pR).Shoots were harvested and oven-
dried for dry matter measurement (ShootB) and daticun of the relative part of
belowground upon total dry matter (BGB:TB). Shootragen content (ShootNC) was
estimated according to the Dumas method for glassh&xp05a, or by mass spectrometry
(SOCHROM) for glasshouse Exp06 and Exp07, and &edpl04f and Exp06f. Shoot nitrogen
accumulation (ShootQN) was then calculated. Fosdflause Exp06 and Exp07, and field
ExpO4f and ExpO06f, the part of nitrogen accumulatderived from symbiotic fixation
(NDFA) was calculated using the isotope dilutiochi@que (Ducet al, 1988). In the
glasshouse Exp06 and Exp07, specific nitrogen ap(&NU) (Larigauderiest al, 1994;
Moreau et al, 2007) was estimated as the amount of total shiigen uptake per total
belowground dry matter; root efficiency and respety nodule efficiency (RootE and NodE)
were calculated as the amount of shootsN@espectively N) uptake per unit of root
(respectively nodule) dry matter (Voisiet al, 2007). In glasshouse Exp07, SPAD
chlorophyll measurements (Minolta, Japan) were naadéhe 3 last expanded leaves of each
harvested plant. Then, shoots were carefully spordd a transparent sheet (Fig. 1.1), the
transparent sheets were scanned and analysedetondet total leaf area (LeafA), and thus
estimate specific leaf nitrogen (SLN) (Sinclair &tit, 1989) as total shoot nitrogen uptake
per unit of leaf area. The leaf area was also es#ich at successive datedlowing the
calculation of leaf area increase rate (LeafAR) ahdadiation use efficiency (RUE) (Kiniry
et al, 1989; Sinclair & Horie, 1989).
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Fig. 1.2. Nodule numberd), nodule biomassbj, total nodule projected aree),(number of first order lateral
roots (), root biomassd) and total root lengtif) per plant, for seven pea genotypes, from theafideage until
the beginning of seed filling. 4L, 9L, BF and BSigicate the developmental stage and mean 4-legd, sPdeaf
stage, beginning of flowering and beginning of stllidg, respectively. Each point is the mean \eabf three
replicates.Vertical bars represent LSD (p<0.050pen and solid symbolsindicate Le and le genotypes,
respectivelyFull anddottedlines indicateAf andaf genotypes, respectively
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Finally, in field Exp04f and Exp06f, the numbersged (SeedN), the straw, seed and
total shoot dry matter (StrawB, SeedB and ShootR) thousand seed weight (TSW) were
measured at maturit§atraw and seed nitrogen content (StrawNC, Seed @3 estimated by
near-infrared spectroscopy, allowing the calculatd straw and seed nitrogen accumulation
(StrawQN, SeedQN) and of total shoot nitrogen auntend accumulation (ShootNC,
ShootQN).

RIL4 map construction

The 207 F6:8 RIL were genotyped using microsagetiind gene framework markers chosen
to cover the pea genome from (Loridenhal, 2005; Aubertet al, 2006). The genetic map
was built from using theeatr, try, ripple andmap commands of MAPMAKER/EXP version
2.0. The RIL4 map comprises 152 markers and cdvet® cM (Fig. 1.5).

Statistical analyses

For each experiment, ANOVA were performed using &S GLM procedure (SAS
Institute, 2000)to determine the significance level for genotypal dtock effects.The
statistical model was:jY=p + g + b + gj; where Yj is the value of the trait for genotype i in
replicate j,u the general mean, ¢he genotypic effect,jlthe replicate effect and;j éhe
residual. Broad sense heritability? was then calculated &8 = oc? / [o6> + or?/b], where
oc? was the genotypic varianass? the error variance artmthe number of blocks.

In glasshouse Exp05b, we tested the effect of thaamer, theRlv strain, the
genotype, as well as container x genotype d@ndtrain x genotype effects. The analysis of
variance did not show any significaRiv strain effect orRIv strain x genotype effect.
Conversely, the effect of container (parsuspouch) was significant for all traits, and the
effect of container x genotype interaction was i$iggnt for all traits except NLatRoot,
RootB, TRootL and NodB (data not shown).

In glasshouse Exp06 and Exp07, and field ExpO4f Bm@06f, ANOVA were
performed to test for year, RIL, and RIL x yeaenatction effects. For QTL analysis, adjusted
genotype mean values were obtained for each expetjrmasing the Ismeans command of the
SAS GLM procedure-or QTL analysis for traits measured at floweringhe two glasshouse
experiments, corrected genotype mean values wereetliiduals of the following model:;¥
u + BegFlg + b + gj; where BegFlp is the beginning of flowering date for genotyp i

replicate |.
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accumulation recorded on seven pea genotypes lasficuessive stages
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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 D0 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 4D 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

* **: gignificant correlation at the 0.05 and 0.pdobability level, respectively.
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QTL were located using the composite interval magmnd iterative QTL mapping
method (IQTLm) performed in MCQTL software (Jourjeh al, 2005). Cofactors were
selected by forward regression and QTL were sedrdiwth using F tests. F thresholds were
determined for all traits by 1 000 permutationd,tés a global genome-wide type 1 risk of
10% for cofactor selection and of 5% for QTL detmtt Mean F values over the traits of 11.3
(equivalent to LOD = 2.4) and of 12.9 (equivalemtllOD = 2.8) were used for cofactor
selection and for QTL detection respectively. Atletffect at each QTL and individual R?,
which represents the percentage of phenotypic megiaexplained by each QTL, were
determined for all traits using MCQTL software. Blgal R2 was also calculated for each trait
by the multiple QTL model developed in IQTLm; iepresents the percentage of phenotypic
variance explained by all detected QTL. The gloRalvalue was used to estimate p, the
proportion of genotypic variance®2) explained by all detected QTL, as p = global R2
(Charcosset & Gallais, 1996; Melchingat al, 2000). Pearson genetic correlation
coefficients between traits were calculated usingSKAT software (version 2006.4,
http://www.xIstat.com).

Results
Variability of root and nodule structure among seva pea genotypes and its

relation with nitrogen accumulation

Root and nodule traits describing the nitrogen ettien structure were measured for seven
pea genotypes at four successive stages. A signifigenotype effect was observed whatever
the stage, on the number of nodules (NNod), nodidmass (NodB), total nodule projected
area (TNodPA), number of lateral root (NlatRoottat root length (TRootL) and root
biomass (RootB)Genotypes showed contrasted kinetics of root aalile development (Fig.
1.2): in ‘Cameor’, NNod, NodB and RootB displayedparticularly fast increase at the
beginning of the growth cycle, but rapidly reachbdir maximum at the 9-leaf stage; in
‘Sommette’, NNod, NodB, TNodPA and RootB were slawd remained limited until the end
of the experiment; conversely, genotype K586 shoavéast and prolonged increase in NNod,
TNodPA as well as in RootB and TRootL. The and Af genes, which respectively control
the internode length and the semi-leafless tragt,segregating among the 7 genotypes (Fig.
1.2). BothLe andAf genes had a significant effect on all root anduletiaits, at one stage or
another, with higher values fae or Af genotypes than fde or af ones (Supplemental Table
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1.1). Among thde genotypes, ‘Cameor’ and ‘Ballet’ presented comééphenotypes both on
rate of NNod appearance and on NodB, RootB and flRaorease (Fig. 1.2).

Shoot nitrogen accumulation (ShootQN) was signifilyacorrelated with RootB from
the 4-leaf stage until the beginning of flowerigfj, but neither with NLatRoot nor TRootL
(Table I.1). RootB was highly correlated with TRio@nd to NLatRoot only at the 9-leaf
stage. ShootQN was highly correlated with NNod &lutiB at the 9-leaf stage, and with
TNodPA from BF to the beginning of seed filling (BS NodB was significantly correlated
with NNod whatever the stage, and with TNodPA aFBBastly, RootB and NodB were
significantly correlated with each other at allgaa except the 9-leaf stage, and NNod was
significantly correlated with the TRoot at all stagexcept 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 wemecorded in the ‘Cameor x ‘Ballet’
recombinant inbred line population (RIL4) duringotvglasshouse experiments: in 2006,
plants were grown in pots and in 2007, plants vgeosvn in pouches. Except for the number
of lateral roots at BF, a highly significant effexftthe genotype was detected for all root and
nodule traits, included the number of lateral raatd the number of nodules as soon as their
appearance date, which was respectively about aws (d1) and twelve days (d4) after the
seedlings transfer in pouches (Supplemental TaB)e Heritabilities were moderate to high,
up to 0.88 and 0.77, for root and nodule traitspeetively. ‘Ballet’ had slightly higher values
than ‘Cameor’ for most of the root traits, whereaslule number and biomass were slightly
lower for ‘Ballet’ than for ‘Cameor’. Compared witthe parental values, transgressive
segregants were observed for all traits in the éwgeriments (Fig. 1.3 and 1.4, Supplemental
Fig. 1.1). The effects of the experiment and of @gpe x experiment interaction were also
highly significant for all traits analysed (P < 001) except NLatRoot. For all traits but
NLatRoot, mean and range values differed markeetween the two experiments, with about
3-fold higher mean values in pots than in poucidsvertheless, TRootL, RootB, NNod,
TNodPA and NodB measured in 2006 were highly sigaiftly correlated with the same
traits measured in 2007 (Supplemental Table |.3hai&ver the experiment, NodB was

significantly correlated with both NNod and TNodR#ereas TRootL and RootB were
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Table 1.2. Pearson correlation coefficients between shootseed nitrogen accumulation and nitrogen
acquisition functioning or carbon accumulationtgaecorded 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%x* -0.35%+* -0.28**

*, **: gignificant correlation at the 0.05 and 0.pdobability level, respectively
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highly correlated together (r2 > 0.6), and bothngigantly correlated with all the nodule
traits. Conversely, NLatRoot was neither highlyretated with RootB nor with nodule traits.

Variability of traits related to N acquisition efficiency, N and C
accumulation in the plant, and plant development irthe ‘Cameor’ x ‘Ballet’

recombinant inbred population

Different measurements related to C (ShootB, Stra8&:dB, TSW) and N accumulation in
aerial parts (ShootNC, ShootQN, StrawNC, StrawQ&dBIC, SeedQN), and traits related to
nitrogen acquisition efficiency (NDFA, SNU, RootEyodE) were determined. Some
developmental traits (ShootL, Nbranch, BegFlo, Bgdét) were also recorded.

The effect of the genotype was significant for mtosits, with generally higher broad-
sense heritabilitieshp) in glasshouse experiments than in field experisiéS8upplemental
Table 1.4). In all experiments, ‘Ballet’ had high&egFlo, LeafApR than ‘Cameor’.
Concerning traits related to C accumulation, ‘Bated higher ShootB, StrawB, TSW, RUE
and ShootL than ‘Cameor’, and lower SeedN, Leafd heafAR (Supplemental Table 1.4).
Concerning N acquisition efficiency and accumulaticCameor’ had higher NDFA, SPAD,
ShootNC, SeedNC and SeedQN, and lower StrawQN ax&N

The effects of year and genotype x year interactvene highly significant for most
traits. Higher mean values were observed in pats th pouches, with about a 4-fold increase
of ShootB or ShootQN, and a 2-fold increase of SROptE and NodE (Supplemental Table
1.5). In field experiments, higher StrawB and Seea#l®e observed in 2004 than in 2006,
associated with higher StrawQN and SeedQN in spftdower SeedNC. NDFA was
noticeably lower in 2004 (Supplemental Table #)jch is consistent with higher soil nitrate
content at sowing (Sagaat al, 1993b; Voisinet al, 2002a). ShootQN and SeedQN were
highly significantly correlated with RootB and TRbomeasured at BF in pot or pouch
experiment, and only in some cases with NLatRoab(d 1.2). ShootQN and SeedQN were
also significantly correlated with all the nodutaits and NDFA, and with ShootB, StrawB or
SeedB. Conversely, ShootQN and SeedQN were hantly eorrelated with ShootNC,
SeedNC, RootE and NodE. Lastly, ShootQN and Seew@ke significantly negatively
correlated with SLN and RUE, whereas they wereiagmtly positively correlated with
leafA and LeafAR.
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Mapping QTL for root and nodule structure

A total of 32 QTL was detected for root traits ox linkage groups (LG): 8 were related to
number of lateral roots, 21 to root length, ana 3adot dry matter (Supplemental Table 1.6).
Concerning the nodule traits, a total of 26 QTL evdetected on five linkage groups; 9 were
related to nodule number, 8 to nodule area, 4 tluleodry matter, and 3 to the relative part of
the nodule dry matter. 5 QTL for the relative paftbelowground upon total dry matter
(BGB:TB) were also detected. Seven of the 32 robt @nd 11 of the 26 nodule QTL were
detected in region of LGI close to tié gene (LGIAf). All showed a positive additive effect
of the ‘Cameor’ allele with parts of the phenotypariation (R?) explained by the QTL
ranging from 9 to 49%.

The other QTL for root or nodule traits were lochten fourteen other genomic
regions, with R? ranging from 10 to 20%. Some dtsivere observed (Fig. 1.5): nodule and
root traits QTL were detected in LGII close to tharker Dioxase, with a negative additive
effect of ‘Cameor’; nodule traits QTL were foundliGlll near the marker AAP1; six of the
eight QTL for lateral root number and three QTL foot length were detected in the same
region of LGIII, near the marker AA374, with a néga additive effect of ‘Cameor’; several
QTL for nodule traits were found at LGIIl near markAB139, with a negative effect of
‘Cameor’ allele; root traits QTL were found on LGhear marker AA386, with a negative
effect of ‘Cameor’ allele; root and nodule trait¥lQwere found on LGV near AD158, with a
positive effect of ‘Cameor’ allele; on LGVII, thre@TL for nodule traits were found near
Gs3b, and two other QTL for nodule traits were finetween Htrans and Acetisom, with a
positive effect of ‘Cameor’ allele, whereas fivdfelient QTL for root length with a negative

effect of ‘Cameor’ allele were detected between B®14 and Sym29.

Co-location of QTL for root and nodule structure with QTL forN
acquisition efficiency, N and C accumulation in plat, and plant

development

Ten QTL for N efficiency traits were detected (Sleppental Table 1.6): 7 QTL related to the
N acquisition efficiency (SNU, RootE, NodE), and)3 L for the percentage of N derived
from fixation (NDFA). All of them mapped to genomiegions involved in root or nodule
variation (Fig. 1.5). Five of them were detectedtiie genomic region LGM, and their R2

ranged from 9 to 21%, with a positive additive effef the ‘Cameor’ allele for NDFA, and

negative additive effect for all other N acquigitiefficiency traits. Co-locations of QTL of
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Nefficiency with root and nodule traits were aldmserved in 4 other genomic regions, with
negative effect of the ‘Cameor’ allele for all thdFA QTL and positive effect for all the
efficiency QTL. Each of these QTL accounted foo&82% of the phenotypic variation.

A total of 26 QTL related to C accumulation in aéparts (LeafA, LeafAR, ShootB,
StrawB, SeedB), 15 QTL for seed yield componenge@8l, TSW) and 3 QTL for RUE were
detected (Supplemental Table 1.7). Sixteen QTLNoaccumulation in the plant (ShootQN,
StrawQN, SeedQN, SLN) and 15 QTL for N content (BN&, StrawNC, SeedNC) and
SPAD were detected (Supplemental Table 1.8). Twerfitthese QTL were detected in the
LGI-Af region (Fig. 1.5), with positive additive effect tiie ‘Cameor’ allele for all traits,
except RUE. QTL for RUE and for ShootB-06 accourfeadrespectively 76% and 42% of
the phenotypic variation of these traits measutdgiFa For StrawB, SeedB and SeedN, which
were measured at harvest, R? ranged from 10 to T&4ocations of N and C accumulation
with root and/or nodule QTL were also observed dBIHAB33, LGIII-AAPL, LGIV-
AA386, LGV-AD158, LGVII-Gs3b and LGVII-Htrans (Fid.5). A close inspection of LOG
curves revealed a secondary peak for root and aadaits near LGIII-AB44_2 (100 cM),
which co-located with shoot and seed N accumulati@its (Supplemental Fig. 1.2).
Interestingly, LGIII-AA44_2 was the only region which QTL for SeedQN co-located with
QTL for SeedNC, and they displayed antagonistieat$. Otherwise, whatever the genomic
region, QTL for SeedQN always co-located with Seedith never antagonistic effects.

Most of the QTL related to aerial part or to seecridl biomass accumulation were
consistent across experiments, and many correspongenomic regions that we also
identified in the pea mapping population RIL1 (Burset al, 2007). Among them, LGI-Af
was contributing in both RIL4 and RIL1 to almost #ie traits evaluated. Three other
genomic regions in RIL4 involved in C and N accuatiain in aerial parts and seeds (LGII-
AB33 for ShootQN and flowering; LGIII-AB44 2 for @B, StrawNC, SeedN and
flowering; LGVII-Gs3b for ShootB, ShootNC and Segd&so correspond to genomic
regions in RIL1. Moreover, four regions involved time variation of TSW and/or SeedNC
were located in similar regions in RIL1 and RILAGQIL-AA374, LGIV-AA386, LGV-
AD158, LGV-Rbcs4). Moreover, the root length QTLan&GVII-AD159 4 may correspond
to the region of marker Amy associated with roaintass reported by Weeden and Moffet
(2002).
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Discussion

This study was carried out to identify the gendgterminants of the nitrogen nutrition in pea,
which could be involved in the determinism of sgéxld and protein content. Some studies
identified major gene effects for root biomass eagWeeden & Moffet, 2002; Kadt al,
2006), and some searched for genomic regions iedola nodule number or biomass on
common bean and soybean (Nodaral, 1993; Souzat al, 2000; Nicolast al, 2006). To
our knowledge, our study is the first integrateghrapch of the genetic basis of nitrogen
nutrition in legumes investigating not only QTL oived in nodulated root structure and
functioning variability, but also those related Wi accumulation variability, which is known
to be closely linked to nitrogen acquisition capa¢voisin et al, 2003a). We used a set of
different methods, ranging from root washing atc#pe stages, kinetic measurements of
roots and nodules in pouches, N quantification experiments in the field, in order
approach the different facets of the nodulated deselopment as related to N nutrition. Our
experiments in artificial conditions uséthizobium leguminosarutov. viciae (RIV) strains
previously demonstrated to be efficient on a largege of pea genotypes (Lagueeteal,
2007), and our field experiments were conductec @oil previously shown to contaRlv
populations efficient on a majority of pea accessim our collection. Our study in pouches
allowed an establishment of nodules on all plantlisd, confirming that the conditions of
high inoculation level and 50 ml of nutrient sotuti with pH at 6.5 were suitable for
nodulation, in agreement with various experimemslegumes (Smith & Wollum, 1989;
Novak et al, 2002; Lira Junioret al, 2005). Both pouch and pot experiments in aréfici
conditions provided a range of measurements of gqaality, as revealed by the high
heritabilities obtained for root and nodule tra{Supplemental Tables 1.4 and 1.9), in
comparison with those obtained in a field experitmesthin a soybean RIL population
(Kuanget al, 2005). Our glasshouse experiments allowed detecti QTL for most of root
and nodule traits, explaining up to 68% of the geneariance observed for these traits
(Supplemental Table 1.9). High heritabilities wetlso obtained for C and N accumulation
traits in such conditions, and QTL were detectegjagning similar part of genetic variance
existing within the RIL population than those dételcin field conditions (Supplemental
Table 1.10).
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Towards the improvement of N nutrition through root and nodule structure

traits

As for other legumes, N nutrition in pea relieshboh atmospheric Nixation by nodules and
on soil mineral N uptake by roots, and it is corsgdl a major limiting factor of plant growth
(Voisin et al, 2007). In pea, N-fixing activity increases duritige vegetative phase up to
flowering, concomitantly with the development ofdades which are then the largest carbon
sink for the plant (Voisiret al, 2003b). Then, both symbiotic fixation and minekakoot
absorption decline at the end of the growth cydhkenvilling seeds become the largest carbon
sink (Jeuffroy & Warembourg, 1991; Voisiet al, 2003a). One strategy for enhancing
exogenous nitrogen supply late during the growttlecgould be to select pea lines with a
prolonged period of nodule development, which wamlgintain their symbiotic Nfixation
activity during seed filling. Another complementastyategy is to increase root development
before the beginning of seed filling, in order tthance exogenous nitrogen supply at later
stages (Bourioret al, 2007). This would also contribute through deepets to water stress
tolerance, and probably interact with root rot dsetolerance.

In this study, we assessed the potential of ndydoakcurring genetic variability for
root and nodule traits to improve nitrogen nutritiomm pea. A significant variability was
observed for both root (RootB, TRootL, NLatRoot)danodule traits (NodB, NNod,
TNodPA), among 7 contrasted pea genotypes and am@e@ RIL population. Nodule traits
exhibited ten-fold variations or more (Fig. I.2gp#ending on the stage at which the nodulated
root system was observed. Root traits, with a teld-Aiverage variation, were less variable
(Fig. 1.2). Then, we assessed the relationship gnubesirable traits, to identify possible
antagonistic relationship between root and nodeletbpment, and between root or nodule
and shoot development. A complex interaction betwé&ermonal and trophic factors
determines the root-nodule-shoot development. khdde/pernodulating mutants were
considered potential candidates for enhancingfikation through an increase in nodule
number (Caroll & Mathews, 1990). However, varioutudges have indicated that
hypernodulating mutants did not accumulate moregén than the wild line (Sagaat al,
1993b; Bourioret al, 2007), and often displayed depressed shoot astdgrowth, probably
due to high C costs for nodulation angfixation (Voisinet al, 2007) Gonzalez-Rizzo et al.
(2006) also demonstrated that the cytokinin reaepttCRE1 regulates nodulend lateral
root organogenesis in an opposite manhrethe present study, root and nodule traits did no

show antagonistic relationship both among the 7otyges and the RIL4 population (Table
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l.1; Supplemental Table 1.3). Conversely, nodutgtsrwere highly positively correlated with
TRootL and RootB, and to a lesser extent with NlioatR Consistently, the 4 common QTL
controlling root and nodule traits showed additaliele effects of the same sign (L&f;
LGII-Dioxase, LGIII-AB139, LGV-AD158; Fig. 1.5). Orthe other hand, some QTL regions
were specific of roots traits (LGIII-AA374, LGIV-AB86). This makes it possible to select
simultaneously or separately for root and nodwddsr

We further identified that NodB was determined bbyhNNod (3 QTL in common;
LGI-Af, LGIII-AB139, LGVII-Htrans; Supplemental Fig. 1.2and by TNodPA (3 QTL in
common; LGIAf, LGIII-AB139, LGVII-Gs3b), which reflects noduleumber and nodule
size, respectively. Conversely, RootB was hardlgresorrelated to NLatRoot (Table I.1;
Supplemental Table 1.3) and highly correlated too®®R (with 2 QTL in common; LGHAf,
LGIII-AA374). TRootL was correlated both with TR&R (4 QTL in common; LGIII,
LGIV, LGV, LGVIl) and little with LatApR (1 QTL in common; LGIII-AA374).
Interestingly, QTL for TRootER were co-located eittwith NNod (LGV-AD158) or with
NLatRoot (LGIII-AA374, LGIV-AA386). As nodules asell as lateral root primordia form
on elongating parts of the root (Tricet al, 1997), this result suggests that some genomic

regions may control either nodule or root initiatibut not both.

Root and nodule structures contribute to N acquisibn and accumulation in

the plant

All QTL for NDFA, which described N acquisition bifyxation, corresponded to QTL
controlling both root and nodule traits (L@F LGII-Dioxase, LGIII-AB139; Fig. 1.5,
Supplemental Fig. 1.2). They displayed additiveeef§ of same sign, indicating that an
increase of NDFA is tightly linked to an increadeNwdB and RootB. This result seemed
different from what was observed in pea hyperndthgamutants (Sagaet al. 1993; Saloret
al. 2001), for which increased NodB was associated wliécreased RootB and NDFA
(Bourion et al, 2007). However, all these results suggest thatNhaccumulation through
fixation relies on a good development of both roatsl nodules. Interestingly, QTL for
NDFA were not always co-located with QTL for SeedQ~hich is in agreement with
previous observations of no significant effect of dymbiotic fixation level in seed N
accumulation (Sagaet al. 1993; Voisinet al. 2002).

In most cases, shoot and seed N accumulation vegrelated with root and nodule

traits. As such, among the seven pea accessionsi@N was significantly correlated with
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RootB at early stages (from 4-leaf stage to BF) oMt the 9-leaf stage, and TNodPA at
later stages (from BF to BSF); Table I.1). Among RIL4 genotypes, ShootQN and SeedQN
were significantly correlated with RootB, TRootLNNd, and TNodPA and NodB (Table
1.2). Consistently, common QTL displaying effectdlte same sign were found between root
and/or nodule traits and ShootQN, SeedQN or SeedMBT-Af, LGII-AB33, LGIV-AA386,
LGV-AA158, LGVII-Htrans; Fig. 1.5). These resultsay suggest that genes controlling
nitrogen nutrition structure traits are significadeterminants of shoot and/or seed N
accumulation. Conversely, these results may equalygest that ShootQN accumulation,
which is assumed to control the elaboration of &l and thus the C supply (Laperete
al., 2006; Moreatet al, 2009), promotes root and nodule establishmengamgath.

In other cases, shoot or seed N accumulation dicappear to be directly correlated
with root or nodule traits. As such, the genomgioas near LGIII-AB44_2 and near LGVII-
Gs3b displayed QTL with opposite effects for Sha@tdl SeedNC on one hand, and SeedB,
SeedN and SeedQN on the other hand, but no stftew @TL for root and nodule traits. As
these genomic regions appeared to also controltSlamal BegFlo, they may correspond to a
QTL controlling N partitioning between seeds andiaeoarts through plant development.
Lastly, the QTL clusters for root elongation ratept length at early stages, and thousand
seed weight that were found at LGIII-AA374 and LGMNA386 may illustrate the link
between seed cotyledon reserves and root growtimgitine heterotrophic phase. Indeed,
Tricot et al. (1997) observed a rough decline of root elongatate and of roots number,
between the 4- and 6-leaf stages in conjunctioh wie exhaustion of seed reserves. Other
experiments have confirmed the impact of seed sizeoot elongation rate, root length or
root dry matter during the early growth of the plg§mhorup-Kristensen, 1998; McPhee,
2005). Thus, the QTL controlling thousand seed hieigp these regions may have a
pleiotropic effect on the root elongation rate. Hwer, a higher root elongation rate and root
length could conversely enhance seed storage camdpaecumulation at the end of the plant
life cycle by a sustained water and nutrient supaihy hence increase thousand seed weight.

Root and nodule traits are impacted by major develpmental genes such as
Le and Af

In pea,Le, which encodes gibberellin 3b-hydroxylase, contioter-node length whereasf
controls the switch between leaflets and tendiisa previous work, we showed that in pea,

the genomic regions encompassing the developmeetaésLe and Af have pleiotropic
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effects on plant morphology, source capacity, astlgrotein content and yield (Bursgh
al., 2007). Consistently, Weeden and Moffet (2002watba significant association between
Le and root biomass, in 42 RIL derived from a crossveen a&Pisum elatiudine and a pea
cultivar, and Kofet al. (2006) observed a significant effectAffon root biomass. The results
obtained herein confirm and specify these findinys.7 pea accessions, we found a
significant effect of the genés andAf on root and nodule development, at different Staje
plant development (Supplemental Table 1.1). Thesatffof Le on root and nodule traits
increased from the earlier stage (at 4-leaf stagky, nodule traits showed a significant effect
of Le) towards the latest stage analysed (at BSF, afland nodule traits showed a significant
effect ofLe). Conversely, the effect &f on root and nodule traits decreased from theegarli
stage (at 4-leaf stage, all traits showed a sicpnifi effect ofAf) towards the latest stages
analysed (at BSF, only NLatRoot and NNod showedgaifecant effect). In the RIL4
population,Le is not segregating, and neither QTL for seed Niatnand yield nor QTL for
root and nodule development were detected in theegponding genomic region, at the
bottom end of LGIII.Af is segregating in the RIL4 population. A major Qtluster was
identified in the LGIAf region, whereAf is the best candidate gene for having pleiotropic
effects on leaf area, nitrogen acquisition struetraits, and seed or shoot N accumulation
traits. This region controlled 16% of the variatiohleaf area eight days after germination
when one leaf was fully-expanded, and accountednfore than 60% twenty days after
germination when five leaves were fully expandeédldo controlled 75% of the variation of
RUE, indicating a reduction of C accumulatiorafrgenotypes. This could be the cause of the
reduction of root and nodule growth. Indeed, QTLraot and nodule dry matter and for the
relative part of nodule upon belowground dry mattere consistently detected at beginning
of flowering, with a negative effect of thad allele for all these traits including the relative
part of nodule upon belowground dry matter. Thisynradicate a greater impact of low
carbon availability on nodules than on roots, whiakcording to Voisinet al. (2003b)
represent the largest carbon sink for the planinduthe vegetative stage up to flowering.
Consistently, no QTL for TRootER was detected atAhlocus, whereas QTL for NodApR
and TNodPAR were. This reinforces the hypothesis dfophic control of this locus on
nodule appearance and growth rather than on roogation. The potentiality of this region
for N nutrition improvement depends on the naturéhe gene involved: if the gen&f is
responsible for the N nutrition variation, then tieefulness of this locus will be limited since

the afila trait is extremely desirable for lodging resis@ntf the gene responsible for the

67



Chapitre |

variation is a gene close #f, then the linkage may be broken. This questioniccie

checked when thaf gene will be identified.

Conclusion

This study showed the usefulness of experimenbutpes combined with image analysis for
investigating the nodulated root development arawgr in a large number of plants. This
methodology provided consistent results with thasguired in pots and facilitated the
selection of contrasted accessions for root andiled@atures. This information can be used
as a valuable baseline for breeding programs. Usirsgmethodology, we investigated the
variability and relationship of nitrogen acquisiticstructure together and with C and N
accumulation in the plant. We have found a sigaificpositive relationship between nodule
establishment and root system growth, which shailtmv building a pea nitrogen-nutrition
‘ideotype’, with increased root system size and dexreased nodule number. We also
specified the significant contribution of N acqtimn structure to seed N content and yield.
Our results point to regions of interest for rooidanodule development. Because QTL
associations described herein may be caused dthpleiotropic effects of one gene or by
linkage between different genes, these regionsvedld to be refined through fine-mapping
and/or the use of association genetics, and throlmglcomparison with another large-seed

legume such as soybean or with the model spébsecago truncatula
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Chapitre I

CHAPITRE |l : RECHERCHE DE GENES CANDIDATS
IMPLIQUES DANS LE DEVELOPPEMENT RACINAIRE ET

DANS L'ACQUISITION D 'N

1. Introduction au chapitre Il

Le levier de 'amélioration de I'acquisition d'N eh les Iégumineuses via une amélioration de
leur développement racinaire a été abordé pardé&uiun mutant d’architecture racinaire
chez Medicago truncatula espéce modele pour laguelle des données génamigfaeent
disponibles. Ce mutant, TR185, du fait de son ptyg®o racinaire hyper-ramifié, était
supposeé avoir un haut potentiel d’acquisition d’Ménal. L'objectif de I'étude a été i) de
déterminer le potentiel d’acquisition d’'N chez caitamt, ii) de mettre en évidence des
différentiels d’expression de génes entre ce mutarie sauvage pouvant étre corrélés au
phénotype racinaire et a I'acquisition d’'N de cetanil
Il a été observé que TR185 conserve son archigecaginaire ramifiee quelle que soit

la teneur en nitrate du milieu et contre touterdéteprésente des caractéristiqgues de nutrition
N sous-optimale : allocation préférentielle de ilantasse vers les racines, faible teneur en N
des parties aériennes, et faible efficience d'aition d’'N. L'expérimentation a été menée en
conditions non symbiotiques : aucune inoculatioa &é réalisée et la culture effectuée en
chambre climatisée en respectant des mesuresestritd désinfection a empéché toute
nodulation. La culture a aussi été réalisée endpgatrie, de facon a avoir un acces facilité
aux racines. Un nouveau protocole d’expérimentaioionc été mis au point, inspiré de celui
utilisé par Ruffelet al. (2008). Les descriptions de I'architecture racmait des efficiences
d’acquisition d’N et de C ont été faites de faconilgire a celle réalisées préecédemment sur
les lignées de pois. L’analyse transcriptomiqudigéa a partir de prélévements de racines a
mis en évidence 484 différentiellement exprimésecMR185 et le sauvage (parmi les 61 278
transcrits disponibles sur les puces Affymetriyp;script d’analyse statistique adapté a cette
expérimentation a deux facteurs (génotype de pleinteneur en azote du milieu) a été écrit
en collaboration avec M-L Martin-Magniette (INRA @&¥, Evry).

L’'analyse des voies métaboliques impliquées cotgoavec des analyses de teneur en

acides aminés des parties aériennes et des racimss,que la réalisation de greffes ont
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permis de tester les hypotheses permettant d’exglitp nutrition sous-optimale observée
chez TR185 en dépit de son nombre élevé de radiffegothése d’'une perturbation de sa
perception de la disponibilité en nitrate a aing ekejetée au profit de celle d’'une hyper-
ramification racinaire induite par un signal sysigue de carence en N.

L’ensemble de ces résultats a fait I'objet d’unélation dans la revudournal of

Experimental Botan{Bourionet al, 2014).
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Abstract

To complement Bl fixation through symbiosis, legumes can efficigrdatquire soil mineral
nitrogen (N) through adapted root architecture. Esv, root architecture adaptation to
mineral N availability has been little studied @agumes. Therefore, we investigated the effect
of nitrate availability on root architecture Medicago truncatulaand assessed the N-uptake
potential of a new highly-branched root mutant. €ffects of varying nitrate supply on both
root architecture and N-uptake were characterizedhe mutant and in the wild type.
Surprisingly, the root architecture of the mutamisvwnot modified by nitrate supply variation.
Moreover, despite its highly-branched root archites; TR185 has a permanently N-starved
phenotype. A transcriptome analysis was perforrmedentify genes differentially expressed
between the two genotypes. This analysis reveaféatahtial responses related to the nitrate
acquisition pathway and confirmed that N-starvatimcurred in TR185. Changes in amino
acids content and in expression of genes involvethe phenylpropanoid pathway were

associated with differences in root architecturevben the mutant and the wild type.

Keywords: highly-branched root mutaniMedicago truncatularoot architecture, nitrogen

limitation, nitrogen acquisition, amino acids, phkgmopanoid

Short statement: Physiological and developmental analyses providaeence that the highly-

branched root architecture of the mutant resultenfisystemic regulation by its nitrogen
status, possibly involving glutamine or asparagigaals.
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Introduction

Nitrogen (N) is one of the most limiting resourdes plant growth. Legumes have natural
ability to use, as main N source, atmospherosid symbiosis in nodules with Rhizobiaceae
spp. However, N nutrition can still limit yield arsged quality in legumes, especially under
abiotic or biotic stress conditions. In that coiadis, the fixation of Nis impacted and cannot
totally fulfil N demand (Saloret al, 2001), and the poorly developed root systems 0f N
fixing legumes are unable to explore a large solume (Bourionet al, 2007). In this
context, the genetic improvement of root systemetigsment is a target for increasing
legume vyield performance.

Up to now, the molecular determinants of root digwaent in legumes have been
little characterised. The naturally occurring geneariability of root development in legumes
has been investigated (Kraft & Boge, 2001; McPI26£)5; Bourionet al, 2010), but few
genes involved in root development have been cteraed (Yendrelet al, 2010; Jinet al,
2012). A complex tuning of root versus nodule depelent seems to operate in legumes, as
mutants impaired in the autoregulation of nodulatitisplay shorter root length or enhanced
lateral root (LR) number (Wopereet al, 2000; Krusellet al, 2002; Schnabett al, 2005;
Schnabelet al, 2011; Jinet al, 2012). Hormones have been shown to be involveitheir
common molecular pathways; particularly auxin (ddyBet al, 2001; Jinet al, 2012),
cytokinin (Gonzalez-Rizzet al, 2006; Frugieret al, 2008; Pletet al, 2011), and abscisic
acid (Brightet al, 2005; Lianget al, 2007; Yendrelet al, 2010).

The paramount importance of hormones in the reguabf root growth and
development has been thoroughly investigated inbiflapsis (Pereet al, 2009). Auxin
delivery, which promotes LR initiation, is reguldtby the auxin influx carrier AUX1 and
auxin efflux transporters PINs and PGP/MDR (MudayD&Long, 2001; Marchangt al,
2002). Auxin transport remains necessary for réongation (Wuet al, 2007). Interacting
effects of auxin and cytokinin disrupt LR initiatidy interfering with PINS genes expression
and the associated auxin-gradient formation (Lagpézl, 2007). Cytokinin has been shown
to reduce the root elongation rate through an ettedinduced production (Benkova &
Hejatko, 2009; Ruzickat al, 2009), whereas gibberellin antagonizes the negatfects of
ethylene on root growth (Fu & Harberd, 2003; Ubddanaset al, 2008).

In addition, root growth and development are knawrrabidopsis to be modulated

by external N@ availability. The localized stimulatory effect etternal nitrate on LR
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Fig. 11.1. Highly-branched root architecture of the TR185 amtiirrespective of the nitrate supply.

(A and B) Representative examples of wild-type (WARd TR185 plants grown for 14 days in a growth
chamber on hydroponic culture tanks, filled withwrient solution with high (A; 10 mM, HN) or witlow (B;

1 mM, LN) nitrate supply. Bars, 5 cm. (C-E) Quaistition of root architecture from 7 to 28 days @afte
germination: lateral root number per plant (C)ettat root length (D), and total root length permpléE; TRL).
Data are meanszSE from three biological replicatesix plants each. Different letters above theugois
indicate significant difference based on multiptenparisons (p<0.05, LSD test). The decrease imalateot
length at 28 days after germination in WT plantsagr in HN has no biological significance.
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elongation has been shown to involve both ANR1 R 1.1, which act together as a NO
sensor promoting auxin transport (Zhang & Ford@8l®Remanst al, 2006a; Krouket al,
2010; Gojonet al, 2011). Evidences of roles for cytokinin and abscacid in the root
architectural response to nitrate have been predgiWalch-Liuet al, 2006a; Kibaet al,
2011; Ruffelet al, 2011). A systemic regulation of the root arcHitee by the plant N status
has been described (Zhang & Forde, 2000; Reneared, 2006b), involving a feedback
repression of root development by products of Nnasstion (Walch-Liu et al, 2006b;
Gifford et al, 2008). The modulation of the root system architexin response to N supply
is also known to depend on the plant carbon (@fation within the root system (Bru al,
2010), and LR initiation level has been shown tadated to the C:N ratio (Zhang & Forde,
2000; Malamy & Ryan, 2001; Malamy, 2005). Transnipic analyses have confirmed that
many genes involved in N assimilation or C primargtabolism are responsive to variation
of nitrate supply (Wangt al, 2003; Scheiblest al, 2004; Biet al, 2007). Transcriptomic
studies of legumes subjected to variation in retiipply are consistent with those obtained
in Arabidopsis (Ruffekt al, 2008; Omranet al, 2009).

In this study, we describe a new highly-branchedt fdedicago truncatulaand
showed its unexpectedly low nitrogen acquisitiod absence of root architecture adaptation

to nitrate supply.

Materials and methods
Plant material

Medicago truncatulacv. Jemalong J5 was used as the wild-type referéWeT) and for
backcrosses of the TR185 mutant. The mutant TR1&85s&lected aftgrray mutagenesis on
J5 (Sagaret al, 1995), and displayed a phenotype with highly-bheea roots and few small
nodules (Saloet al, 2009). The mutation was stable over four genamnatof selfing. Genetic
analyses revealed that the highly-branched rodtitaxture of TR185 is determined by a

single recessive mutation (Supplemental Table.ll.1)
Plant growth conditions

Scarified seeds of both genotypes were surfacdliztdr for 7 min with a 3% sodium
hypochlorite solution and rinsed seven times witrile water (Garciat al, 2006). Seeds
were then placed on sterilized plastic boxes filigth one litre of 4% (w/v) Kalys agar HP
696 gel. Boxes were left in the dark for 4 daysafl-treatment at 4 °C followed by 4 days of
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germination at 20°C. Germinated seeds were tranesfan hydroponic culture tanks filled
with an aerated nutrient solution (Barkatral, 2006). The basal nutrient solution (Rufédl
al., 2008) was supplemented with 1 mM KNQ@N; Low Nitrate) or 10 mM KNQ@ (HN;
High Nitrate) as N sourcdrhizobiuminoculation was performed neither in LN nor in HN
condition. The two nitrate levels were determinedloe basis of previous studies of nitrogen
nutrition on M. truncatula(Moreauet al, 2008): for non-nodulating plants, the optimal N
nutrition was achieved with 10 mM nitrate supplheseas the N nutrition index represented
only 35% of the optimum at 0.625 to 1.25 mM nitratgply. Both nutrient solutions have an
initial pH of 6.6 and were renewed every week. Mieasients in the hydroponic culture tanks
before renewing the solution indicated a slightreéase of the pH to 7.2 after 4 weeks of
experiment, irrespective of the N supply level.nidavere grown in a growth chamber under
the controlled conditions of 24°C/19°C in a 16-ly-aéght cycle, a mean photosynthetically
active radiation (PAR) of 200 pmol photons/m?/gj @0% hygrometry. Each tank contained
6 WT and 6 TR185 plants. On one shelf of the grostthmber, nutrient solution in the tanks
was supplemented by 1mM of KNO3 (LN); on the otsleelf, the concentration of KNO3 in
the solution was 10mM (HN). Three successive erpemis in the growth chamber were
performed on the two different genotypes. Each expnt constituted a biological replicate.
In each experiment, plants were collected at fivecessive dates from 7 to 28 days after the
transfer of germinated seeds into the tanks.

Plant measurements, ecophysiological modelling, argtafting

At each of the five dates, six plants of each ggmotvere collected both in one LN and one
HN tank. Length of the primary root (PRL) was measu The first to third order lateral roots
were counted, allowing the calculation of totakratl root number (LRN). No nodule was
found in any root observed. Then, the shoot antdsystems were carefully spread separately
onto transparent sheets and scanned as digitalesnagth an A3 color scanner (Epson;
Tokyo, Japan). Total leaf area (LeafA), total rtmwtgth (TRL) and total root surface area per
plant were further determined by image analysimaisiVinRHIZG® Software (Regent
Instruments, Quebec, Canada). Mean lateral rogthe(LRL) was then calculated as: TRL-
PRL / LRN. Roots and shoots were oven-dried sepigrat 80°C for 48 h for shoot, root and
total dry weight determination (SDW, RDW and TDV8hoot and root N concentrations of
ground dried tissues (%ShootN, %Ro0tN) were esathétllowing the Dumas’ method, and

the total N accumulation in the plant (TotN) calted. Then, three integrative variables,
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characterizing the relationship between the foateswariables LeafA, TDW, RDW, and
TotN, were calculated (Moreaet al, 2012). They represent efficiencies of C or N
acquisition. The LeafA is considered as the C smundich is distributed to roots according
to root-to-total dry weight ratio (RDW_TDW). The RDor more precisely the root surface
area pilots the N entrance onto the plant, accgrdm N-uptake rate (NUR). The TotN
accumulated into the plant allows the elaboratibthe LeafA, according to efficiency of N
conversion into leaf area (NLA).

Grafting was performed as described in the “cuttimnd grafts” chapter of the
Medicago handbook hftp://www.noble.org/medicagohandbopk/Grafts were initially
generated in vitro, and after three weeks wereeddtt an attapulgite:clay balls mixture (1:1)
in the greenhouse for an additional seven weekse€lblants per combination were then
carefully spread onto transparent sheets and sdaameligital images, and LeafA and TRL
determined by image analysis as described preyiolisle number of first lateral roots per
length of primary root was also determined for ejleimt.

For graft experiment and each sampling date, maadsSE values were calculated for
all variables and ANOVA were performed using XLSTAbftware (version 2010.6.03,
http://www.xIstat.com. Means were classified using the least signiticdifference (LSD)

range test at the 0.05 probability level.
Metabolic analyses

Amino acids content

The levels of the 20 standard amino acids synthddiy plants were measured in TR185 and
WT plants. 100 mg of lyophilized powder were weighand extracted in a three-step

ethanol-water procedure, as described by (Loetal, 2003). Using the method described

by (lkramet al, 2012), ninhydrin colour reagent was added teettieact and absorbance read

at 570 nm on a spectrophotometer. This result wad to calculate the amino acid content in
umol.gt FW.

Lignin content

Lignin content in roots was determined using thestfkc bromide method adapted from
(Fukushima & Hatfield, 2001). To prepare the roet wall (CW), 100 mg of the dried root
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grinded samples were extracted sequentially withrgy with water, ethanol and acetone. An
acetyl bromide/acetic acid solution (1/3, v/v) wadded to about 5 mg of the CW dried
extract obtained. Lignins were solubilized wherpatysaccharides were hydrolysed. After
the reaction, the excess of acetyl bromide andlyoiyide ions were destroyed by adding
water and hydroxylamine chlorhydrate. Lignin comtevas calculated from absorbance

readings at 280 nm, and expressed as tof.goot DW.
Transcriptomic analyses

RNA extraction and Affymetrix geneChip

Total RNA was extracted from roots using the PIRMNeasy Mini Kit with on-column
DNAse digestion (Qiagen). All RNA samples were dteecfor their integrity on the Agilent
2100 Bioanalyzer according to the Agilent Techn@eg (Waldbronn, Germany)
specifications. For microarray analyses, two micaogs of total RNA were transcribed as
described in (Reyet al, 2013). The labelled cDNA produced was used toride
Affymetrix GeneChip® Medicago genome arrays at INBRGV (Evry, France). The raw
CEL files were imported in R software for data gsa&. All raw and normalized data are
available through the CATdb database ((Gagna&t al, 2008); project
“AFFY_root_dvt_Nitrogen_Medicago”), and from the 1@ Expression Omnibus (GEO)
repository at the NationaCenter for Biotechnology Information (NCBI) ((Battreet al,
2007), accession number GSE18318).

Statistical Analysis of Microarray Data

The data were normalized with the GC RMA algorittinzarry et al, 2003), available in the
Bioconductor package (Gentleman & Carey, 2002).péféormed a two-way ANOVA on the
normalized expression signals, which was modelddlmsvs: Yix =u + G + N, + GN;j + g,
where Y is the normalized expression signal obagcript for genotype i at nitrate supply j in
replicate ku the global mean, Ghe genotypic effect, Nhe nitrate effect, GNthe genotype

X nitrate interaction effect, angkeare normally distributed zero-mean random ermree to
the limited number of observations, the degreereédom was too weak to perform tests
based on the specific residual variance of eactstrgpt. Thus, a global residual variance was
calculated after the removal of the transcriptpldigng extreme variation. Three contrasts
were considered to classify genes as either regmtesthe genotype effect independently of
the nitrate supply (G), or responsive to the retratipply across both genotypes (N), or not
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responsive to the nitrate supply in the same walyoithh genotypes (G x N interaction). For
each contrast, the test statistic was calculatad the global variance, and the P values were
adjusted by the Bonferroni method, which contrbks Family Wise Error Rate (FWER) (Ge
et al, 2003). For a given contrast, a gene is declaiféerenhtially expressed if its adjusted P
value is lower than 0.05. A functional classificatiof the differentially expressed genes was
visualized using MapMan version 3.5.0http://mapman.gabipd.org/web/guest/mapman
(Thimm et al, 2004; Tellstrornret al, 2007)).

Q-RT-PCR

A set of 18 genes identified as differentially eegsed in roots was chosen for validation of
Affymetrix genome arrays by Q-RTPCR (Supplementa. Fl.1). Primer sequences are
available in Supplemental Table 11.2. For each dambp pg of total RNA was treated with
RQ1 DNAse (Promega) and reverse transcription veaised out using the IScript cDNA
synthesis Kit (BIO-RAD). Q-RTPCR reactions were fpened on a LC480 apparatus
(Roche) using the GoTag gPCR Mastermix (Promeg@yed technical replicates were
performed for each one of the three independeribdiical replicates. Relative expression
levels were calculated according to the relativandard curve methodACT) using

Elongation factor 1 (EF1) and Ubiquitin genes dsrence genes.
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Fig. 1l.4. N concentration and efficiency of nitrogen accurtialainto wild-type (WT) and mutant (TR185)
plants under high (10 mM, HN) or low (1 mM, LN) mrsite supply, from 7 to 28 days after germinatiédnatd
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Results
Root architecture and N-uptake

The highly-branched root architecture of TR185 isssociated with depressed growth

irrespective of the nitrate supply, and is shootetenined

The root architecture of TR185 was highly branchader both high and low nitrate supply
(Fig. 1.1). This resulted in a significantly highlateral root number (LRN) and significantly
lower mean lateral root length (LRL) when companeith WT, throughout the growth period
and irrespective of the nitrate supply (Fig. 1.26d D). Despite this, TR185 had a similar
total root length (TRL) as WT (Fig. II.1E). In th&T plants, LRN decreased slightly with
decreasing nitrate supply (Fig. 11.1C). An effetdecreased nitrate supply was also observed
on the LRL of the WT, with a transient significad#crease at the seven-day stage followed
by an increase at the later stages (Fig. 11.1D).

TR185 displayed significantly lower shoot and rdoy weights (SDW; RDW) and
leaf area (LeafA) than WT, as early as the seventen-day stage (Fig. II.2A-C). These
differences were associated throughout the grovetiiog with a higher root-to-total dry
weight ratio in TR185 compared with WT (Fig. 1l.2[Both RDW and SDW of the WT were
reduced with LN supply, whereas no significant dase was observed in TR185.

To determine whether the highly-branched root éechire of TR185 was shoot- or
root-determined, we performed grafting experimeffitg. 11.3). Analysis of roots in the
different grafting combinations revealed that tlwotr architecture phenotype was graft
transmissible from shoots (Fig. 11.3A-C). The shtedf area was also most reduced in the
combination with TR185 as scion (Fig. 11.3D).

Compared with WT, TR185 has reduced %shoot N andptiake efficiency

Up to the 14-day stage, shoot N concentration (%®hodecreased continuously for both
genotypes without significant difference betweeanth(Fig. 11.4A). From the 21-day stage
onwards, %ShootN became significantly lower in TRXBan in WT, and the depressing
effect of LN was significant for both genotypes. 8% has lower %Shoot N than WT even
when normalized to the SDW measures (Fig. 1l.S2yv Bifferences in root N concentration
(%RootN) were significant between the two genotyfesg. 11.4B). For both genotypes,

%Ro0tN decreased throughout the study period, ap€elagally under LN supply.
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The N-uptake rate (NUR) was significantly lowefTiR185 than in WT, as soon as the seven-
day stage and under both nitrate conditions (FigC). For both genotypes, NUR decreased
throughout the growth period and, at the 28-dagestavas significantly lower under LN
supply. Concerning the amount of leaf area prodymsdN acquired by the roots (NLA),
significantly higher values were observed for TRIBIm the 21-day stage onwards (Fig.

[1.4D). From that stage, both genotypes had hig\iek values under LN than for HN supply.
TR185 has lower ASN and GLN contents than WT

The levels of the 20 standard amino acids synteddiy plants were measured at 14-day and
21-day stages. No differences in total free amicid ar glutamate (GLU) content in shoots
were observed between TR185 and the WT or betwd&erand HN supply at the 14-day
stage, whereas differences none significant builaino that observed in %ShootN appeared
at the 21-day stage (Fig. II.5A,B). Six other amiacids did not show any significant
variations at the two stages considered (Supplahdrg. 11.3B-E, H-J). In contrast,
significant differences between the two genotypethe contents of eight amino acids were
observed as soon as the 14-day stage, with loweewvéor glutamine (GLN), proline (PRO),
asparagine (ASN) and alanine (ALA) (Fig. 11.5C,D$uypplemental Fig. I1.3A), and higher
values for threonine (THR), lysine (LYS), valine AY) and serine (SER), in TR185
compared with WT (Fig. I.5G,H; Supplemental Fid.3B,F). For three amino acids,
aspartate (ASP), SER and cysteine (CYS), a sigmfieffect of N supply was observed (Fig.
II.5E; Supplemental Fig. 11.3F-G).

A lower total free amino acid content was obseriredhe roots of TR185 when
compared with WT roots (Fig. 11.6A). However, nagsificant differences were observed
between TR185 and the WT for their root levels &lUGand ASP, and for both genotypes,
the level of these two amino acids was lower udethan under HN supply (Fig. 11.6B, E).
By contrast, TR185 had a lower level of GLN and AS@Nd no significant effect of N supply
was observed for these two amino acids (Fig. I1IBCA genotype effect was also observed
for PRO, THR and LYS, at least at the 14-day stdig. 11.6D, G, H). Arginine (ARG),
histidine (HIS), isoleucine (ILE), SER, phenyalanitPHE) and all the derivatives of
pyruvate (ALA, VAL, LEU) did not show any signifioavariations (Supplemental Fig. 11.4).
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Transcriptomic analysis
Most of the genes were differentially expressedimsn TR185 and WT

A global gene expression profiling of root cellsngsa microarray analysis was conducted on
both the WT and TR185, under high and low nitrabacentrations. The transcriptomic
analysis was performed on the 10-day stage, athnthie two genotypes were significantly
different for most of the traits related to thetracchitecture or plant growth.

Significant hybridization in at least one root sdenwas found on 26754 probe sets
among the 61278 tested (Filter based on signalegatu 4). 586 of these transcripts were
differentially expressed; among them, 475 wereeddhtially expressed in response to
genotype effect (G) independently of nitrate supdl§6 in response to nitrate effect (N)
across both genotypes, and 20 in response to @ffeltt (Fig. 11.7A). Several of these genes
were responsive to either two or three effectsommon. 77 of the 168 transcripts responding
to N or GxN effects were previously identified byffel et al. (2008) to be regulated in wild-
type roots in response to either local nitratevsii@on (65 transcripts) or to systemic signals
related to the plant N status (20 transcripts)h\8itin response to both signals (Supplemental
Table 11.3). Fifty-six of the common transcriptseprously found to be up-regulated in
response to local nitrate starvation by Ru#ehkl. (2008) were significantly up-regulated in
LN compared with HN. Altogether, these results aoméd that our LN treatment resulted in
N-limitation.

Using the MapMan software, an overall comparisothef main metabolic pathways
highlights differential gene expression between 8Rand WT in N acquisition and amino
acid synthesis, cell wall and lipid metabolism, pyipropanoid and flavonoid biosynthetic
pathways (Fig. 11.7B).

Most of the genes involved in N acquisition and essation were up-regulated in TR185

when compared with WT

Among the annotated transcripts differentially egsed in roots between TR185 and WT, 23
are involved in the N acquisition and assimilatgathway (Table 11.1). One of the most up-
regulated transcripts in TR185 encodes a putatitrate transporter of the NRT2 family

(Table I1.1). A transcript encoding a putative NRNitrate transporter and two transcripts
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Fig. 11.7. Comparisons of mutant (TR185) and wild-type (WfBnscriptomes. (A) Venn diagram of transcripts
identified as differentially expressed in rootsr@sponse to genotype effect (G), to nitrate supplpss both
genotypes (N) or to genotype effect in a differemly according to the nitrate supply (GxN interac}iaB)
Overall picture of the gene expression changesootsr between TR185 and WT in the main metabolic
pathways. This MapMan representation is based oltations of Medicago_AFFY_O0OBI. truncatula Only
transcripts significantly differentially expressace shown. Differential values are expressed inga dcale.
Transcripts differentially expressed by more thhae threshold value of 1 are shown in colour; redup-
regulated and blue for down-regulated in TR18%dth cases with a colour scale representing tlemgity of
up- or down-regulation. Absent transcripts are ghowgrey
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encoding putative ammonium transporters of AMT1 AMIT2 family were also more highly
expressed in TR185. Concerning the ammonium asgionl a transcript encoding a
glutamate synthase was up-regulated in TR185 uHdesuUpply but down-regulated under
LN supply. A transcript encoding a Pyrroline-5-aatilate synthetase, which is involved in
conversion of GLU to PRO, was down-regulated, inL8R compared with WT, under HN
supply and up-regulated under LN supply. A traqeaencoding a glutamate dehydrogenase
was more highly expressed in TR185 than in the Waspective of the nitrate supply. Two
transcripts encoding an L-asparagine amidohydratassved in ASN degradation were up-
regulated in TR185 compared with WT, whereas tharession of a transcript encoding a
Dihidropicolinate synthase involved in LYS syntlseaias down-regulated.

A differential expression between TR185 and WT vedso observed for genes
involved in the synthesis of organic acids whick e¥quired for N assimilation. Transcripts
involved in starch degradation were up-regulatedR185 compared with WT, irrespective
of the N supply for those encoding beta-amylase stacch phosphorylase, and under HN
supply only for one encoding a Phosphobyruvate carboxylase kinase. Differential
expressions of transcripts encoding sugar transggoviere observed also between TR185 and
WT.

Genes involved in cell wall and lipid metabolism needifferentially expressed between
TR185 and WT

Twenty-four of the annotated transcripts differaltyi expressed between TR185 and WT
were found to be involved in cell wall-modificatiar lipid metabolism (Fig. 11.7B; Table
I1.2). Most of the transcripts encoding cell-wallodifying enzymes, like expansins,
pectinesterases, and polygalacturonases were ufated in TR185. Other notable changes
in TR185 concerned differential expression of tcaipés encoding cell wall polysaccharide
synthases, with down-regulation of a cellulose lsgsé and up-regulation of a callose
synthase. Lastly, most of the transcripts encod@P cell wall or lipid binding proteins
were down regulated in TR185. Concerning the limdtabolism, the main changes in
expression between TR185 and WT were the down-aéigul of transcripts related to fatty

acid elongation and lipid synthesis, and in theegpilation of a transcript encoding a lipase.
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Table 11.1. Differentially accumulated transcripts between TREhd wild type, annotated as related to N-

acquisition pathway

Chapitre I

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 453 3.60 .58 3 4.55 GxN
Pyrroline-5-carboxylate synthetase 8.80 9.58 9.83 .66 8 GxN
Glutamate deshydrogenase 11.81 12.07 11.04 10.90 G
Putative L-asparagine amidohydrolase 14.05 13.66 5712 12.76 G
Putative L-asparagine amidohydrolase 12.92 12.80 4011 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 5.15 442 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 94 5. 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 expressi@iues across three biological replicates for theamtu
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and lowddnditions. G, N and GxN indicate transcripts cesive
to genotype, nitrate and genotype x nitrate effeespectively (adjustedP-values<0.05). G* indicates a
transcript responsive to G effect only under HNditon. N* indicates a transcript responsive to fi¢et only
for the wild type.G and G indicate up-regulation and down-regulati@spectively, in TR185 compared with
the wild type
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Chapitre I

Table 11.2. Differentially accumulated transcripts between TREhd 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 6.86 737 G
Mtr.20107.1.s1_at Expansin-related protein prequrso 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 10.15.08 9 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 8.88 836 337 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 4.75 451 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 7.078.07 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 5.42 369 814 G
cell wall proteins AGPs

Mtr.18563.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 6.88 7.55 7.98 8.56 G
Mtr.51607.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 10.26  11.14 11.47 11.95 G
Mtr.50900.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 8.82 9.53 9.79 10.46 G
Mtr.10992.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 10.13 10.82 11.17 11.77 G
Mtr.18380.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 9.05 9.69 10.05 10.76 G
Mtr.50897.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 6.81 7.51 7.95 8.60 G
Mtr.13136.1.s1_at fasciclin-like arabinogalactantpin 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 .73 9.39 G
Lipid metabolism

Mtr.12519.1.s1_at beta-ketoacyl-CoA synthase 488 115 5.82 6.17 G
Mtr.41116.1.s1_at Acyl carrier protein 3.59 3.66 0&. 4.68 G
Mtr.12518.1.s1_at lipase 11.47 11.86 10.55 10.74G

Average Affymetrix GeneChip normalized expressi@tues across three biological replicates for theamtu
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and lowdénditions. G and N indicate transcripts respansiv
genotype and nitrate effect, respectively (adjuftadlues<0.05)G and G indicate up-regulation and down-
regulation, respectively, in TR185 compared with wild type
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Table 11.3. Differentially accumulated transcripts between TRIahd wild type, annotated as related to

phenylpropanoid pathway

Chapitre I

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 67.8 G
Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 5.45 5.80 6.22 .956 G
Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 4.26 4.52 5.36 .395 G
Isoflavone-O- methyltransferase 9.49 9.80 10.44 740. G
O-methyltransferase 3.21 3.42 3.97 4.75 G
Chalcone synthase 5.01 481 4.15 3.22 G
UDP-glucose flavonol 3-O-glucosyltransferase 7.81 .037 6.09 5.46 G
UDP-glucose flavonol 3-O-glucosyltransferase 6.46 .066 5.32 5.25 G
UDP-glucose flavonol 3-O-glucosyltransferase 6.15 .295 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 4a1. 10.88 10.21 G
Flavonoid biosynthetic process DMR6 5.54 5.20 417 4.75 G
Dihydroflavonol 4-reductase 7.99 8.72 8.97 7.72 GxN
Anthocyanin 5-aromatic acyltransferase 4.90 5.37 316. 6.03 G
Anthocyaninless2 transcription factor 7.83 6.97 96.2 5.95 G
Anthocyaninless2 transcription factor 6.41 5.59 54.6 4.34 G
Protein Transparent Testa 12 2.87 3.62 3.34 503 G,N

Average Affymetrix GeneChip normalized expressi@tues across three biological replicates for theamtu
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and lowdénditions. G and N indicate transcripts respansiv
genotype and nitrate effect, respectively (adjustedlues<0.05). G and G indicate up-regulation aodrd
regulation, respectively, in TR185 compared with wild type
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Most of the genes involved in phenylpropanoid patdywere up-regulated in TR185 when
compared with WT

Twenty-three of the annotated transcripts diffaediyt expressed between TR185 and WT
were found to be involved in the phenylpropanoid 8avonoid pathways (Fig. 11.7B; Table
[1.3). A large number of transcripts involved imgiin synthesis were repressed in TR185
compared with WT, including those encoding HCT @adfeoyl-CoA 3-O-methyltransferase.
Conversely, a transcript encoding a chalcone sgethavhich is a crucial flavonoid
biosynthesis enzyme, and numerous transcriptsvedoin the flavonol glycosides synthesis
were up-regulated in TR185 compared with WT, indeleatly of the nitrate supply.
Varioustranscripts involved in the anthocyanin path were also differentially expressed
between TR185 and WT,; with up-regulation of thens@iption factor ANL2 and down-
regulation of an Anthocyan-5-aromatic acyltransgeraand a gene similar tl2, both

irrespective of the nitrate supply.

Genes involved in hormone metabolism and transpwedre differentially expressed between
TR185 and WT

Twenty-three of the annotated transcripts diffaediyt expressed between TR185 and WT
were found to be involved in hormone metabolisntransport (Table 11.4). The transcripts
encoding auxin-induced or —binding proteins, amdmgm an Indole-3-acetic acid amido
synthetase and an auxin efflux transporter simidafAtPin5, were mostly down-regulated in
TR185 compared with WT. A transcript encoding a bobox transcription factor similar to

the TF IFL of AtPIN1 was differentially expressedresponse to G x N effect, with a lower
expression in TR185 in response to LN only. Différ@ expression was also observed for
various transcripts involved in the metabolism gfo&inin, with, in TR185 compared with

WT, up-expression of a transcript involved in iesgchdation and down-expression of two
transcripts possibly involved in its signalling. Arp-regulation of a gene encoding an
ethylene-responsive transcription factor and a dozgulation of transcripts involved in

Gibberellin synthesis or signalling were also obedrin TR185. Lastly, two main genes
involved in Jasmonate metabolism were also diffiaitiy regulated between TR185 and WT,
with down-regulation of transcripts encoding thmolygenase AtLOX1, and up-regulation of

transcripts encoding the lipoxygenase AtLOX.
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Table II.4. Differentially accumulated transcripts between TRIahd 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 95.1 5.07 G
Indole-3-acetic acid-amido synthetase 2.57 2.57 23.6 3.42 G
Auxin-induced protein SNG4 441 4.76 5.43 6.51 G
Auxin-binding protein ABP19b precursor 8.04 8.60 28. 9.49 G
Auxin:hydrogen symporter similar to AtPin5 2.08 2.1 3.04 3.39 G
Transcription factor similar to IFL 4.89 411 3.55 4.68 GxN
Transcription factor similar to AtHB2 5.79 4.88 a5 3.96 G
Cytokinin dehydrogenase 6.01 6.91 5.25 5.62 G
Transcription factor similar to APRR2 4.20 4.16 5.0 5.90 G
Oxygen transporter activity 6.63 8.34 8.39 9.12 NG,
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 .6I2 G
Lipoxygenase similar to AtLOX1 10.33 11.03 11.60 .aul 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 454 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 expressi@tues across three biological replicates for théamtu
TR185 (M) and the wild type (WT), in high and lowdénditions. G and N indicate transcripts respansiv
genotype and nitrate effect, respectively (adjuftadlues<0.05)G and G indicate up-regulation and down-
regulation, respectively, in TR185 compared with wild type
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Discussion

The size and architecture of the root system deteriime surface area of exchange between
roots and the soil medium, and both are known &paih response to fluctuations of nutrient
availability. Among the key nutrients, NO3- is wé&thown to markedly affect root system
architecture. We report here a new highly branchedruncatula mutant, TR185, which
lacks the capacity to adapt root architecture tata supply and shows an unexpectedly low
nitrogen acquisition. TR185 was selected amonguati-ray mutants because of its highly-
branched root phenotype and expected enhancedyentracquisition; its numerous young
roots which have not yet developed strong lignimribes were predicted to exploit more
efficiently the solil for uptake of both water anatments (Steudle & Peterson, 1998; Nasster
al., 2012). However, our study demonstrated that TRdBplayed N-limited responses;
under both LN and HN supply, TR185 was depressethaot and root dry weight, and had a
preferential dry weight allocation to roots at #gense of shoots when compared with the
WT. The sub-optimal N nutrition of TR185 becamedevit as the growth cycle progressed,
as from the 21-day stage, TR185 had lower %ShodadN the WT at both nitrate conditions.
Furthermore, its low N-uptake rate and high amafnieaf area produced per N acquired
were both typical for plants under very low N sgafuarigauderieet al, 1994; Moreatet al,
2012). In Arabidopsis, root N uptake and architextare both known to be regulated by
external N supply and internal N demand. Based loesd well-known responses in
Arabidopsis, we investigated whether TR185 is imgzhin either local acquisition/perception
of nitrate availability or in systemic regulatiog bitrogen status of the whole plant.

Molecular studies in Arabidopsis have highlightledttnitrate per se is a signal leading
to an up-regulation of N transporters and thus cddguisition of plants which have been
previously N-starved (Lejagt al, 1999; Wanget al, 2003; Scheibleet al, 2004; Biet al,
2007). The localized stimulatory effect of extermékrate on lateral root (LR) elongation
and/or emergence has also been thoroughly invéstigZhang & Forde, 1998; Remaet
al., 2006a; Krouket al, 2010; Gojoret al, 2011). Nitrate has been demonstrated to be itself
the signal for the stimulation of LR emergence $tHiR number) and elongation. This
stimulation has been associated with an enhanceath accumulation in apex of root
primordia in newly emerged LRs, and has been shimninvolve both ANR1 and NRT1.1
genes. In our study, microarray analysis revealedugrregulation of various transcripts

belonging to N@ or NHs" transporters families in TR185 when compared Wh. Such up-
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regulation occurred irrespective of the N supplg @ould thus indicate a permanent local
perception of high nitrate availability in the motaHowever, this up-regulation did not
increase either root amino acid content or %RoofN TR185 compared with WT.
Furthermore, no effect of nitrate supply on LR gjaton or number was observed in TR185.
Moreover, its highly-branched root architecturen@ representative of plants impaired in
local perception of nitrate; its reduced responsdgs differed from that observednnl.1
mutants orANRZXrepressed lines of Arabidopsis, in which LR numvas never higher than
in the wild type even under high nitrate availahiliTaken together, these molecular and
developmental responses of TR185 to N availabitificate that its highly-branched root
system architecture is not mainly induced by an amga local perception of nitrate
availability.

Besides the local stimulatory effect of nitratefeadback repression is known to be
exerted by high N status of the whole plant whicbwd-regulates high-affinity N
transporters, whereas N-starvation results in p@osite response. Specific members of the
NRT2 and AMT1 families in Arabidopsis and MtINRT2ngs inM. truncatulaare known to
be involved in this response (Logeé al, 2006; Yuanet al, 2007; Ruffelet al, 2008;
Okamotoet al, 2009; Girinet al, 2010). A systemic repression of LR developmenthzy
high N status of the plant has also been describeArabidopsis. A nitrate-dependent
signalling pathway controlling LR elongation hasebedescribed, in which nitrate supply
above 10 mM blocks the elongation of LR post-emeacgan response to a high shoot nitrate
accumulation (Zhanget al, 1999; Zhang & Forde, 2000; Remaes al, 2006b). More
recently, an additional signalling pathway has bpeimted out, in which LR emergence is
controlled by N assimilation products. According @fford et al. (2008), GLN is the
predominant signal regulating repression of LR @maece, but an inhibition of root growth
by ASN was also shown by Ivan@¥ al. (2012) and its possible role as an N-satiety $igna
suggested. In our study, molecular and developrhantdyses converge to indicate that the
mutant could perceive a permanent N-starvationagjgrhich induced modification of root N
acquisition and architecture in it when comparethwVT. Indeed, the up-regulation of root
N transporters in TR185 compared with WT could baracteristic of the plant N-starvation
status in the mutant. Importantly, the decreasedN Gind ASN root content in TR185
compared with WT could explain its highly-branchexbt architecture in agreement with
Gifford et al. (2008) and Ivanoet al. (2012). Grafting experiments revealed that théliyig

branched root phenotype in TR185 was transmisditden shoots and not from roots

100



Chapitre 1l

(Supplemental Fig. 11.5), thus reinforcing the hifpesis of phloem transport of a signal in the
mutant. As the GLN and ASN shoot contents were ig@r in TR185 than in the WT, the
signal could be the low GLN/ASN phloem contentlftséhat hypothesis does not exclude a
possible higher degradation in roots of these tvagomN storage forms, as suggested by the
observed differential expression of transcriptolagd in ammonium assimilation. As such,
the lower root content of GLN and ASN could be tediato the up-regulation of a glutamate
synthase and a putative L-asparagine amidohydroésgeectively in TR185 when compared
with the WT.

Additional analyses of expression of genes involvedcell wall modification,
phenylpropanoid pathway and hormone transport ooefi that TR185 plants were under N-
starvation, and provided further explanation ofirtlreot architecture. Most of the genes
involved in cell wall degradation were up-regulatedthe TR185 compared with WT,
whereas those involved in cell wall synthesis wawe/n-regulated. Such modifications have
been previously observed far japonicusin N-starvation conditions (Omraret al, 2009).
Most of the transcripts encoding AGP cell wall pios were down regulated in TR185, in
agreement with the reduced root elongation obseirvétabidopsis AGP-defective mutants
(van Hengel & Roberts, 2002; Skit al, 2003; Seifert & Roberts, 2007). Widespread
differential expression of transcripts for the pylpropanoid pathway was also observed
between the two genotypes. The phenylpropanoidwasthserves as a rich source of
metabolites in plants, being required for the bmkgsis of both lignin and many other
important compounds such as the flavonoids (Fr&s@happle, 2011). A large number of
genes involved in lignin synthesis were represse@R185, whereas transcripts encoding a
chalcone synthase or involved in flavonol glycossgiathesis were up-regulated. The slightly
lower root lignin content observed in TR185 compardgth WT was in agreement with these
results (Fig. Il. S6). The higher expression in BRbf genes involved in flavonoid synthesis
support the hypothesis that the mutant was undemaeent N-starved conditions, in
agreement with previous observationd.iaponicusroots (Omranest al, 2009). Flavonoid
accumulation is known to decrease polar auxin paris inducing a deregulation of LR
elongation and thus short root architecture (Rtexl, 2004; Peer & Murphy, 2007; Laffont
et al, 2010). Interestingly, most of the transcripts aghicg auxin-induced or —binding
proteins or related to the auxin efflux transp@t@iN were down-regulated in TR185 when
compared with WT, suggesting a decreased root awagoumulation or transport.

Differentially expressed genes between TR185 andré\dted to other hormones could also
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explain TR185 root architecture; in particular tin@regulation of a transcript involved in
cytokinin degradation, and thus in enhanced LRatdn (Laplazeet al, 2007), and the
down-regulation of transcripts involved in GA syesis, which depressed root elongation
(Beemster & Baskin, 2000; Achaed al, 2003; Benkova & Hejatko, 2009).

In conclusion, the mutant TR185 displayed highlsgdwhed root architecture and
impaired N acquisition, both irrespective of thetrate supply. Physiological and
developmental analyses of its responses to N suppgested that the root architecture of
TR185 results from a systemic regulation by thenplatrogen status, possibly involving
GLN or ASN signals. Altered expression of genethefphenylpropanoid pathway could also
explain its root architecture. Further studies ra#eded both to determine in which gene the
mutation occurred and fully understand the TR18Bnpliype under conditions when it is
relying exclusively on symbiotic N fixation for it$ acquisition. Such results will identify the
genes and physiological mechanisms that regulgtere root architecture and activity as a

function of plant N status, and give new targetdégume breeding.
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Chapitre 1l

CHAPITRE Ill : VARIABILITE GENETIQUE DU CHOIX
ENTRE PARTENAIRES SYMBIOTIQUES POIS ET

RHIZOBIUM

1. Introduction au chapitre Il

Le levier de I'amélioration de I'acquisition d’'N eh le pois via une amélioration de sa
symbiose avec les bactéries de tigfgzobium leguminosarusyv. viciae (RIv) a été abordé
par I'étude de la diversité des choix entre cesxdpartenaires symbiotiques et de la
variabilité des associations entre pois et Rlv peur capacité a former des nodosités et leur
efficience a fixer I'N atmosphérique. Hormis le aiesspécificité d’héte mis en évidence a la
fin des années 1970 entre des pois principalen@ginaires d’Afghanistan et des souches
originaires du Moyen-Orient (Lie, 1978; Young & Nfaws, 1982), trées peu de choses
étaient connues concernant la diversité des choire gpartenaires. Les objectifs de cette
étude relatifs a I'étude de cette diversité étammtvérifier i) si la plante peut exercer un
contrle sur ses partenaires symbiotiques; ii) esichoix peut étre basé sur l'efficience
d’acquisition d’N obtenue avec les Rlv choisies);si ces choix ont pu étre modifiés lors de
la domestication de I'espéce associée a sa migrggographigue ou lors des processus de
création variétale plus récents.

Cette étude de diversité a été réalisée sur urlectioh de 104 accessions de pois
inoculée par un mélange de cinq souches de Rhcollaction des accessions de pois a été
constituée comme comprenant principalement la & socollection créée dans I'Unité, a
laquelle nous avons ajouté différentes accessionmsues pour leur spécificité d’héte ou pour
la variabilité, mise en évidence précédemmentededéveloppement racinaire ou nodulaire.
Le « core » collection avait été définie comme éspntative de la diversité au sein du genre
Pisumévaluée sur la base de I'étude de 28 marqueun®saitelites et de connaissance sur
les origines géographiques des accessions. Néasmom certain nombre de données
« passeport » relatives aux statuts et usagessdeccessions étaient manquantes ; nous avons
complété ces données a partir d’'un travail bibbpire ou d’enquéte aupres de sélectionneurs.
Les 5 souches de RIv ont été choisies par notlégra microbiologiste, Gisele Laguerre,

pour leur diversité de type de gemadD et, quand elles avaient été évaluées (en comparais
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avec une souche de référence et sur un faible romérgénotypes de pois), pour leur
diversité d’efficience ou de compétitivité.

Des mesures, identiques a celles utilisées dangddes chapitres précédents et
décrivant les structures d’acquisition de I'N, léoinctionnement et la croissance des plantes,
ont été réalisées sur I'ensemble de la collectmpals inoculée par le mélange des 5 souches
de RIv. Une large gamme de variation de biomassersée a été observée entre les
différentes accessions, en corrélation hautemgntfigiative et positive avec la biomasse des
nodosités. Cette corrélation a été observée quelie soit I'origine géographique ou la
diversité d’'usage des génotypes de pois, révélaatfaible variabilité génétique pour la
relation qui relie croissance de la plante et saatwle en N. Une forte variabilité pour le
nombre de nodosités a aussi été observée entiedessions de pois, mais sa corrélation avec
la biomasse aérienne était moins significative gele obtenue pour la biomasse des
nodosités.

En complément, les compositions des population®Rideassociées a chacune des
accessions de pois ont été déterminées a Montpdie LSTM sur un échantillon
représentatif de 60 nodules par accession. Il si @@ mis en évidence que la composition
des populations de Rlv associées varie selon letgés de pois et plus globalement entre les
groupes de structuration génétique de la collea®pois. Ainsi une plus grande diversité de
choix a été observée chez les accessions sauvagappartenant aux premiéres especes
domestiquées en comparaison avec les cultivars nglosnts. Ces différences pourraient
témoigner de changements dans le choix du paréesgnbiotique lors de la domestication et
de la sélection. Les expérimentations complémeagaiéalisée en mono-inoculation sur un
sous-ensemble de 18 accessions de pois ont margrd befficacité de la fixation de l'azote
n'est néanmoins pas un déterminant majeur du cpaixles génotypes de pois de leur
partenaire symbiotique; ii) la compétitivité en roeinoculation d’'une souche n’est pas un
bon indicateur de sa capacité a noduler un posgloelle est en mélange avec d’autres
souches. Ces travaux ont donc montré I'importarctadiiversité du choix entre partenaires
symbiotiques et I'existence d’'un contrdle génétigeece caractére; sa prise en compte dans
les programmes de sélection a venir nécessitera mmadleure connaissance de ses
déterminants génétiques.

Ce travail est présenté sous forme d'un article/pngéour soumission a la revidew
phytologist
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Abstract

Research conducted, including the rationale

In the field, peas are nodulated by indigen®igzobium leguminosarursv. viciae (RIv)
diverse strains varying in their competitiveness fiodulation and efficiency of nitrogen
fixation. Even several cases of pea-Rlv specifievigre evidenced in the past, the genetic
diversity for pea-RIv partner choice is not fullgdwn.

Methods

The variability of pea-RIlv partner choice was imgsted within a 104-pea collection
representative of the variability encountered i genusPisum co-inoculated with a mixture
of five diverse RIv strains. Additional single-indated experiments estimated the
competitiveness for nodulation and nitrogen fixatefficiency conferred by each RIv strain
to 18 contrasted pea accessions.

Key results

Differences in Rlv choice were observed betweendifferent pea genetic groups identified,
revealing changes in partner choice during domegstic and breeding selection. Differences
in competitiveness for nodulation in multi-inocutet were found between the five strains
without correlation with competitiveness for nodida or nitrogen fixation efficiency
obtained in mono-inoculation.

Main conclusion, including key points of discussion

The results show that nitrogen fixation efficienisynot a major determinant of pea-Rlv
partner choice and that mono-inoculation experisidail to determine the strain ability to
compete with other strains in a mixture. A sucadsgioculant must not only provide
enhanced symbiotic nitrogen fixation but be contpetifor nodulation in the presence of a

large population of indigenous rhizobia.
Keywords: Pisum sativumRhizobium leguminosarusbv.viciae pea-rhizobium symbiosis,

genetic diversity, competitiveness for nodulatioitrogen fixation efficiency, partner choice,

breeding selection
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Introduction

Legumes have a key role as a sustainable sourpetEin in both human and animal diets.
Thanks to their ability to establish a beneficiandiotic interaction with the nitrogen-fixing
bacteria called rhizobia, legumes do not requiteogen fertiliser which is a major source of
greenhouse gases and energy consumption (Jenseuggbiard-Nielsen, 2003; Galloway
al., 2008). The biological nitrogen fixation (BNF) abted from grain legume crops (pulses
and oilseed legumes) represents a quarter of theahi applied to arable lands as chemical
fertilizers (Herridgeet al, 2008). Grain legume crops are also a high vatuablurce of
protein (115 million t of protein per year in theofid) (Duc et al, 2015). Despite these
benefits, grain legumes are under-cultivated inyregricultural systems, as they suffer from
low productivity and vyield instability, in compaois to cereals, whose productivity is
governed by the use of low cost fertilizers. Witlswaface less than 2% in grain legumes,
Europe has to import about 70% of its plant pr&eifherefore, improving the productivity
and stability of grain legumes are major objectiteesxtend their cultivation.

Pea Pisum sativumL.) is one of the first domesticated crops, togettvith other
legumes and cereals which formed important die@ymponent of early civilizations in
Middle East and Mediterranean (Zohary, Daniel & HoWlaria, 1973; Cousin, 1997).
Archaeological evidence dates the appearance oirpé&aming villages back to the early
Neolithic phase (7000 to 6000 B.C.) in the arethefFertile Crescent through Israel, south-
eastern Turkey and Iraqg (Zohary, Daniel & Hopf, Marl973). Pea genetic diversity later
spreads to western Turkey, Greece and Bulgaria,eastivards to the Caucasus, Iran and
Afghanistan (Zohary, Daniel & Hopf, Maria, 1973; $al et al, 2011). Finally, cultivated
peas were found at the Bronze Age all over Eurépermont, 1956; Zohary, Daniel & Hopf,
Maria, 1973; Cousin, 1997). In parallel, pea caltion moved eastward to India, where the
earliest references are found in c. 200 B.C., ardhina (Chimwamurombe & Khulbe, 2011,
Smykalet al, 2015). The wild relatives of pea contain bothspecies. fulvumfound in the
Fertile Crescent and the. sativumsubsp.elatius which is distributed widely across the
Mediterranean basin from Spain to the Middle E&3iltivated pea is dominated K.
sativumsubspsativumwhereas the less abund&htsativumsubspabyssinicunfrom Yemen
and Ethiopia is considered as an independentlyei@icultivated type (Vershiniet al, 2003;
Jinget al, 2010; Smykakt al, 2011).

Pea is nodulated bhizobium leguminosarusymbiovarviciae (RIv) bacteria. The

term ‘symbiovar’ (previously “biovar”) refers toehability of rhizobia to establish symbiosis
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with specific legumes (Rogelt al, 2011). Within the RIv biovar, variation in seques of
symbiotic genes has been described, suggestingtieariin their nodulation abilities and
partner choice (Laguereg al, 2001; Kumaret al, 2015; Peixet al, 2015). Indeed, although
RIv has long been regarded as able to nodulatthelspecies of the legume tribe Vicieae,
differences in symbiotic host range have been de=stibetween RIlv strains (Lagueetal,
2003; Mutch & Young, 2004)/ariation of RIv host specificity within thBisumgenus is one
of the earliest reported cases of host-controlledutation restriction. Some cultivated peas
from Afghanistan were identified as resistant tauidation by European RIv strains and as
requiring specific RIv strains found in Israel, Key or Afghanistan, whereas European pea
cultivars were nodulated by both types of stralne,(1978; Young & Matthews, 1982). The
genesSYM2in the plant anchodXin the rhizobium confer this specificity (Holl, 79; Davis

et al, 1988). Several examples of specificity for pautae strains have also been obtained in
pea after mutagenesis (Sagaral, 1993a; LaRuet al, 1996). More generally, variations in
nod genes which lead to variations in the structure lawel of production of the symbiotic
signals Nod factors, together with variations i flegume genes encoding lysine motif
receptor like kinases (LysM-RLKs) which are reqdirtor Nod factors perception, are
associated to the specificity of legume-rhizobiaoagtion (Spainket al, 1991; Denarieet

al., 1992; Walkeret al, 2000; D'Haeze & Holsters, 2002h addition to theNod factor-
mediated signalling, other mechanisms — among th®wse involving the rhizobial cell
surface polysaccharides and secreted proteinsuire€do initiate legume infection (Masson-
Boivin et al, 2009; Downie, 2010)To our knowledge, these mechanisms have not yet bee
investigated in the pea-rlv symbiosis.

In the complex environment of the soil, legumetsoare exposed to heterogeneous
rhizobial populations, with strains varying in syiotic performance (Denison, 2000;
Laguerreet al, 2003; Sachst al, 2009; Rahit al, 2012). The nodulation process has a high
metabolic cost for both rhizobial and plant parsn@Phillips, 1980; Schulzet al, 1999;
Trainer & Charles, 2006; Voisiet al, 2007). The co-evolution between legumes and
symbiotic bacteria is generally assumed to be kiglependent on both the photosynthetic
performance of the plant and nitrogen fixation @éincy of the symbiont. Legumes can
monitor and respond to the nitrogen-fixing perfonta of symbiotic bacteria, promoting the
high- and excluding or punishing the low-efficiesttains; for reviews see (Simms & Taylor,
2002; Oonoet al, 2011). However, poorly-fixing rhizobial strainarcalso gain advantage
over beneficial strains and offers no growth benfitheir plant host (Sachet al, 2010).
Domesticated crops such as pea and faba beanterapto have fewer compatible symbionts
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than their wild relatives (Mutch & Young, 2004). $oybean, a less ability was observed for
modern as compared to older cultivars to estaldbsheficial associations with rhizobia,
which may be explained by decrease in genetic sityeand breeding in high-N soils (Kiers
et al, 2007). Such a constraint can led to low yielgails where the beneficial strains are
unavailable for modern cultivars. There is a gelnaggeement concerning the interest of
rhizobial inoculation for improving BNF and thusagpgield (Bremetret al, 1988; Fesenket

al., 1995; McKenzieet al, 2001). However, even when pea seeds are inodulatth
efficient RIv strains these can be outcompeted dtymally occurring rhizobia (Meadet al,
1985), indicating that competitiveness for nodwlattould not be related to efficiency.

The genetic basis of pea-Rlv partner choice igdare fully understood, particularly
when roots are exposed to a mixture of compatible dRains, which is the case in field
conditions. This study investigates the variabilitypartner choice in pea-RIlv symbiosis. A
pea core-collection representative of the genatid bhiogeographic diversity encountered
within the genu$isumwas inoculated with a mixture of five diverse catiple Rlv strains.
Differences in RIv choice according to the pea diitg and selection history are evidenced.
Relationship between nodulation competitiveness amittlogen fixation efficiency is
evaluated. Consequences for breeding and inoculatrategies to improve symbiotic traits in

pea crop are discussed.
Materials and methods
Biological material

104 Pisumaccessions were selected among the referenceofieation available at INRA

Dijon (http://www.thelegumeportal.ngtaccording to their known genetic or origin divers

and to their variability of agronomic traits suchtheir cultivation status, end use and type of
sowing (Burstinet al, 2015). This collection of 104 accessions inclutizsvild or semi-wild
genotypes, 36 landraces, 12 inbred lines or gesnpland 44 cultivars (Supplemental Table
[11.1). Accessions are originating from 36 coundgriacluding representatives of the centres of
pea genetic diversity and initial domestication e East, Abyssinia, Afghanistan) and of
its extension throughout the world in Africa, AsEurope and America. Among the wild,
semi-wild or landraces genotypes, two Risum fulvumaccessions and nine accessions are
identified as belonging to the subspecadsy/ssinicumelatius or humile The 44 cultivars
consisted a representative panel of the selecediogmed towards nowadays.

The five RIv strains selected have been identif@ed nodulating pea in previous

experiments (Supplemental Table 111.2) and haverdie geographical origins. They included
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the reference strain 3841 (SK) originated from Bndl (Brewinet al, 1980), two strains
originated from France (SA and SD), a strain ctdélddn Algeria (SE) and the TOM strain
originated from Turkey and well-known to be reqdil®y some Afghan peas (SF) (Lie, 1978;
Brewin et al, 1980; Younget al, 1982).

Pea collection genetic structure analyses

The 104 pea accessions were genotyped in 2015 ti@r@enoPea 13.2 K SNP Array (Tayeh
et al, 2015). A filtering was performed to exclude higlieterozygous SNPs -which are
unexpected given the high selfing rate in pea- &N&#s with minor allele frequency lower
than 0.02. Following these steps, a set of 11,2afkens were used for population structure
analyses. The genetic structure of the sample wassiigated using two methods: (1) a
model-based Bayesian clustering assignment algoriimplemented in the software
fastSTRUCTURE (Ragt al, 2014) and (2) a discriminant analysis of printgamponents —
DAPC — a multivariate method which employs PCA éaluce the number of correlated
variables (SNP markers) to be analyzed using aidis@ant analysis implemented in the R
package Adegenet (Jombaet al, 2010). The fastSTRUCTURE analysis was run for a
number of clusters (K) ranging from 1 to 20 withréplicates per K value and using the
‘simple prior’ option (Supplemental Fig. 1ll.1). Tevaluate the repeatability of runs and
check for the absence of true multimodality thegpaon CLUMPP v.1.1.2 was run using the
Greedy algorithm (Jakobsson & Rosenberg, 2007).plitative number of optimal of clusters
was assessed from the likelihood profile and adinéxplots were performed using a custom
python script. The second method, DAPC, was ruhaut prior knowledge of groups. The
optimal number of clusters was thus assessed thragguential K-means and model
selection using Bayesian Information Criterion. Tinember of principal components was
determined to be 2 through maximization of éthecore measuring the difference between the
proportion of successful reassignment of the amalgsd values obtained using random
groups.

Phenotyping

In all experiments, plants were grown in greenhansmntrolled temperature (21°C/16°C) in
a 16-h day-night cycle and under a mean photostio#ily active radiation (PAR) of 250
umol photons M s* guaranteed by high-pressure sodium lamps wherngtiayvas declining.
Prior to sowing, the seeds of tlRe fulvumand someP. sativumsubsp elatius or humile

accessions were scarified, and seeds of all thesammms sterilized in 10% bleach for 10
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minutes and five-time rinsed in sterile water. The sterilized pots were filled with a 1:1
(v/v) mixture of sterilized atapulgite and clay Isal2—-6 mm diameter) and were top-watered
(reverse osmosis water) from one day until eiglysddter sowing.

In a first experiment (E1), the 104 pea accessidribe pea collection were assessed
for their ability to form nodules and for their pa@r choice among the five selected Rlv
strains, using a three-block design, with two pgags accession in each block and three seeds
sown per pot. At sowing, each seed was inoculatiégd & mL (~1C° cfu) of rhizobium
inoculum, comprised of an equal proportion of tive fRIv strains. Eight days after sowing,
two of the three plantlets were kept per pot angpbed trough sterilized drippers with a low
nitrate content (0.625 mM) nutrient solution in erdo prevent from strong N limitation
without impairing nodulation as already observedMadicago truncatula(Moreauet al,
2008) or in pea with a slightly higher nitrate camtt (Bourionet al, 2010). Four weeks after
sowing, all the 1,248 plants kept were harvested.egach accession, all nodules formed on
roots were counted on one plant of one pot of daldck and their total dry weight
determined. On the two plants on the pot, the bpag oven-dried and weighted. Rhizobia
were isolated for each accession from a sampledaid@lules collected haphazardly on the
plants of the other pot of the block. After nodwerface sterilization, each nodule was
crushed and undifferentiated bacteria present ensidtivated on YM agar plates. Bacterial
identities of individual nodules were determinethei by assaying antibiotic resistance on
YM medium or by PCR amplification using specifidrpers (Tables S2 & S3). Very few
mixed nodules were found (<1%,; data not shown)qéeacies of nodules containing each
strain were then calculated for each pea genoslfmying estimation of the competitiveness
of the strains.

In a second experiment (E2), the nodulation abditg efficiency of each of the five
Rlv strains involved in E1 was assessed in a sulfsé8 pea accessions selected among the
104. The 18 accessions were mono-inoculated with e&the five Rlv strains. Each mono-
inoculation test was performed in one assigned bwtkadjacent to the others, in order to
prevent contamination. For each strain, a fourdblandomised design was used with one pot
per accession in each block and four seeds sowrp@erAs a control, all the 18 pea
accessions were grown in one another bank withoytimoculation (NI). At sowing, each
seed was inoculated with a 1 mL cell suspensioanef of the five RIv strains«(107 cfu).
Eight days after sowing, two of the four plantlp&s pot were then harvested and the absence

of nodules confirmed in the NI bank. The remairptants were supplied with a nutrient
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Fig. lll.1. Genetic structure of the pea collection usingDB&C method
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Fig. 111.2 . nodD molecular phylogenetic analysis by Maximum Likelld method of Rlv sequences available
in GenBank. The evolutionary history was inferrgdusing the Maximum Likelihood method based on the
Tamura-Nei model using MEGA7 software (Kunedral, 2016)
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solution without any N. Five weeks after sowingpg8ants were harvested. For each pea
accession, all the nodules formed on two planteweunted, and a sample of 16 nodules was
collected over the four blocks. Nodule identitiesrevchecked using the same methods as in
El. The very few cross-contaminated plants wereadited. The aerial dry weight of the 689
remaining plants was determined. In such conditafnso N supply, symbiotic N acquisition
was the main limiting factor for plant growth arieetshoot biomass determined for each pea-
RIv association representative of its nitrogen tfiow efficiency (Laguerreet al, 2012). A
shoot dry matter index was calculated for eachgmession x Rlv strain association as the
shoot dry matter of the pea accession inoculatéd the strain divided by the pea accession
mean (Heath & Tiffin, 2009). A nodulation index wasnilarly calculated as the nodule

number of a pea accession inoculated with a sthigided by the pea accession mean.
Statistical analysis of phenotypic data

Each phenotypic variable was analysed by a two-ABNOVA using a linear model (R
function Im) including a genotype and a block effedNormality of the residuals of the
model, as well as independence and homogeneityeaf tariance were checked. Regression
analysis was performed between shoot biomass addlexdiomass or number. Analysis of
covariance (ANCOVA) was then performed to testitiier the intercept or the slope of the
relationship between these variables was depermlinthe level of each of the categorical

variables describing the collection.

Results
Genetic structure of the pea collection

Two complementary methods were used to assessojnagtion genetic structure of the
collection of 104Pisumaccessions. The DAPC analysis uncovered thredigereups (Fig.
[11.1). D1 was named ‘Wild group’ as it comprisedn@& of the 12 wild or semi-wild
accessions plus 12 landraces (Supplemental Tdllg The ‘Spring group’ D2 comprised 64
accessions among them all the accessions of knprimgssowing type. The ‘Winter group’
(D3) comprised 18 genotypes among which 16 wereinfer type. The two accessions of
unknown sowing type were both sampled at an akimidnore than 2000 metres (JI11844 and
JI1431, JIC Pisum Collection database, https://vagedstor.ac.uk), confirming that the D3
group was characterized by cold tolerance. Onlyr faacessions displayed ambiguous
position between D2 and D3: two winter peas (‘Hativand ‘Cheyenne’), plus ‘Pisum
sativum-Hibernicum JI11846’ and ‘Capsicum’ respesiyvfrom Egypt and Azerbaidjan.

119



Chapitre 111

S (@) . (b) R
ﬁ y=12.77x + 218.77 y = 3.35x + 385.57
R2=0.76 R2=047
3 A &
— F 9
58
a v = A
g N A
o e
= . A
@
£ e p
: 8- A .
> L
=
= Lot
e &
£
? o | / " Wild
3 / 4 landrace
Germplasm
/ Breeding line
Cultivar
T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0O 50 100 200 300
Nodule dry matter (mg per plant) Nodule number per plant

Fig. 111.3 . Relationship between shoot dry matter and noduylergtter (a) or nodule number per plant (b), for
104 pea accessions multi-inoculated with a mixadrive Rlv strains (E1 experiment)

1.0 1

0.8

wn
2
=
O
Q
c
£0.6 1
w
2
Q
c
[0}
3
B 0.4 -
=
c SA I
ol HH
= SD
+—
w
0.2 SE
= SK
00_ | I [] H
SEERCCEECEEENEENCEEICEIRREN A EE IR IR R RO AR A ENE N AR R EERE NS AECHEIEREEREEE
(43 ddd i g4 i dd i ddddddidd i ddddddddd it didddddddid it dadddaidadi it diddida a4 i a4 i 444434494443 444449

Pea accessions

Fig. lll.4 . Strain frequencies in the nodules of 104 pea amressnulti-inoculated with a mixture of five RIv
strains (E1 experiment)

120



Chapitre 111

The fastSTRUCTURE analysis identified ten differetisters which interestingly were
found to subdivide the three DAPC groups (Suppldaidng. 111.2).

Thanks to a careful examination of the 70 accesswith membership probabilities
higher than 80%, cluster assignations were founddwelate with species affiliation or
geographic origin and breeding history (Suppleniemtble 111.1). Within D1, KO1 was
composed of the tw®. sativumsubsp abyssinicumand of five wild accessions originating
from the Middle East: the twB. fulvum two P. sativunmsubsp elatiusand JI1794 identified
as belonging to subsgitherhumile (LaRue & Weeden, 1992; Ellist al, 1998) orelatius
(Weedenet al, 2002; Bogdanovat al, 2014). K02 included three of the four accessions
collected in Afghanistan, the secoRd sativumsubsp humileand all the three accessions
from Nepal or India. KO3 consisted of three sativumfrom Abyssinia (Ethiopia, Sudan) or
Lybia. Within the D2 ‘Spring group’, KO4 was the dkth-eastern European garden pea
group’ as it gathered almost all the old landrdoas Baltic States, Ukraine and Russia, plus
the old garden pea ‘Torsdag’ released in Swedd®#% and three garden or fodder cultivars
from Germany including ‘Hohenheimer Pink FlowerdagQ5, the ‘French garden pea group’,
included five old cultivars created in France, esgfy the mangetout ‘Corne de Bélier’ and
the garden pea ‘Serpette d’Auvergne’ which werst fimentioned respectively in 1818 and
1829 (Fourmont, 1956). KO6 gathered most of theliEmggarden peas of the collection,
among them two of the oldest, ‘Téléphone a ramE’78) and ‘Petit provencal’ (1910), and
also breeding lines created in the United Statebeatend of the 20century. KO7 included
two Dutch accessions created in the 1950s aRd sativumsubsp elatius (JI1703) whom
origin is unknown. KO8 gathered most of the Frespghng dry pea cultivars of the collection
including Baccara which was the most cultivatedruthe 1990s (Cousin, 1997). Within the
D3 group, K09 gathered winter European fodder pealstwo winter cultivars created in the
United States at the end of the 1970’s, whereasdéil®ered all the French winter dry peas of

the collection including ‘Frisson’ (1979).
Genetic diversity of the five RIv strains

The five strains have various geographical origldd: and SD are from France, SE is the
reference strain 3841 from England, SF is from Afgeand SF is the TOM strain from
Turkey known as required for Afghan peas. The dendiversity of the strains was
ascertained by phylogeny analyses made on the siasygnbioticnodD markers and showed
that these five RIv strains are representative laffge diversity among the symbiowaciae
(Fig. 111.2).
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Natural variability of pea nodulation and pea-RIv partner choice
Significant variations in nodule biomass and numbere observed between the 104 pea
accessions when co-inoculated with an equal mixtfithe five Rlv strains (E1 experiment;
Supplemental Table 111.4). Both nodule biomass aanthber were found to be positively and
significantly correlated with shoot biomass (Fif.3)). In both relationships there were no
significant differences according to the statustleé pea accessions i.e. between wild,
landraces, germplasm, breeding lines or cultiv@igoplemental Table 111.5). However, the
lowest biomasses or nodule number were observedlynai wild accessions or for few
cultivars, whereas the highest ones were obtaiyddrgraces or other cultivars. Within the
‘Wild group’ D1, biomasses and nodule number wereer in the five wild accessions
clustered in KO1R. fulvumor P. sativumsbsp.humile or elatiug than in the twoP. s.
abyssinicumand all the members of KO2 or KO3 (Supplementgl HI.3). Similarly, fodder
and dry winter pea cultivars (K09 and K10) and rsprdry pea cultivars (KO8) had lower
biomasses and nodule number than the garden peatedrin North-eastern Europe and
France (K04, K05, KO7) (Supplemental Fig. 111.4).

A large variability of the relative frequenciestbke five Rlv strains was observed in
the nodules of the 104 pea accessions (Fig. llWith a mean frequency value of 67%
among all the 104 accessions, SA was the more diimpestrain, far ahead from SD (14%),
SK (13%), SF (5%) and SE (2%) (Supplemental Figh)ll However, variations between pea
accessions were found around these mean valuediffgrénces were observed according to
their membership to DAPC groups (Fig. lll.5a; Swopéntal Table I11.6). The relative
frequency of SA was much more diverse in D1 thator D3 in which it was always
higher than 40%. Conversely, SF was detected i rdrthe members of D2 or D3 except
R038 (“Capsicum”) but in members of D1 with a freqay up to 97%. The maximum SK
relative frequency was lower in D2 and D3 than ih /e also observed differences between
the three clusters which subdivided the D1 group.(Fl.5b; Supplemental Table 111.6). In
K01, very few accessions had a strain preferenee fequency higher than 80%). In K02,
the relative frequencies of SA and SF were higlalgiable, with a strain preference either for
SA or SF. In KO3 all the accessions had a SA raddtiequency in nodules higher than 91%
and none was nodulated by SF.
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Correlation between partner choice and efficiency

To investigate whether competiveness for nodulatvas related with nitrogen fixation
efficiency, 18 pea accessions were inoculated agggrwith each of the five Rlv strains (E2
experiment). The 18 accessions were selected frioen B1 experiment as displaying
contrasted partner choice (Supplemental Fig. lITéey belonged either to the D1 or the D2
group and were representative of the shoot andlaedmdomass variations encountered within
the pea collection.

Both pea genotype and inoculated strain were faarthve a significant effect on the
shoot biomass of the 90 pea-Rlv associations amdhteraction between the two factors was
significant (Fig. 1ll.6; Supplemental Table 1ll.7An overall trend of variation of shoot
biomass was observed between the 18 pea accessidrcomparison with the data obtained
in E1 suggested that this variation was relatedh&®r growth potential. Indeed the mean
values of shoot biomass obtained for the 18 peasagans over the five Rlv strains in E2
were significantly correlated to those obtaineckEih (r2 = 0.51; p=0.000531; Supplemental
Fig. lll.7a). Overall differences in the shoot biass produced were also observed according
to the RIv strain associated: SF, SD and in adgssnd SA displayed higher efficiencies than
SK in nearly all the pea accessions and SE in ades (Fig. Il.6). However, the most
efficient strain varied according to the pea adoessSF was the most efficient for four pea
accessions belonging to D1 — two members of KO& o P. s. abyssinicunR013, R037)
and two members of KO2 (R069 from Israél, R098 frifghanistan) - and in a less extend
for two accessions of D2 (R038, R051) (Fig. Ill.&D was the most efficient for three
accessions belonging to D1 (K02: R029, R036; NA3%(and one from D2 (R031), and SA
for the two tested accessions belonging to KO4 (R&®D43) (Fig. 111.6). The increase in the
mean shoot biomass within the 18 pea accessionstlowdive strains was also correlated to
the increase in their mean nodule number (r?=(68;541e-05; Supplemental Fig. 11.7b), in
agreement with the positive and significant relaiop observed between shoot and nodule
biomass in E1. However, high differences in theutatibon of pea accessions according to the
RIv strain inoculated were observed (Supplemental IR.8). As for the shoot biomass, both
pea and strain had a significant effect, and theraation between the two factors was
significant (Supplemental Table 11l.7). In most easSE, SK or SD produced the highest
numbers of nodules, and in nearly all cases SAdWest (Supplemental Fig. 111.8). Only six

pea accessions had more nodules with SF than wigast the strains SA, SD and SK.
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To reduce the impact of the growth potential ddfeces between the pea accessions
and thus more specifically determine the effectthed strain, both shoot dry matter and
nodulation indexes were calculated as the shoomnthaiter (number of nodules) of the pea
accession inoculated with the strain divided bygba accession mean. For all the four strains
SA, SD, SE and SK, the nodulation index evaluatetthé E2 experiment was found to be not
correlated to the competitiveness for nodulatioal@ated in E1 (Supplemental Table 111.8).
Conversely, we observed for SF a significant catieh between its nodulation index
obtained in mono-inoculation and its competitivendésr nodulation in multi-inoculation
(r2=0.79; p=5.512e-07; Supplemental Table II1.8¢.Fill.7). The two accessions (R098,
R0O69) with higher than 80% of nodulation by SF inulthinoculation were the most
successfully nodulated by SF in the E2 experimi&hthe opposite, the SF nodulation index
was low as compared with the other strains fortlal accessions with less than 10% of
nodulation by SF when inoculated in mixture; mdsthem belonged to the DAPC group D2
(Fig. lll.7). Between these two extreme positiongre the twoP. s. abyssinicunfR014,
R0O75) and the two accessions, R038 from Caucasif@89 from Afghanistan, for which
the SF nodulation ability in mono-inoculation wastveeen 1.5 and 2. The competiveness for
nodulation was also found to be poorly relatedhe $hoot biomass index (Supplemental
Table 111.9; Fig. 111.8). No correlation at all wdsund for the three strains SD, SE and SK.
Significant but highly dispersed correlations wenely observed for the two strains SF
(r2=0.47; p=0.001) and SA (r2=0.41; p=0.002). Tlea pccessions were distributed along the
regression line according to their level of resis@to European strains, the most resistant
(R098, R029, R069) having the highest shoot bionmadexes and the partially resistant
(R0O38, R014, RO75) obtaining intermediate valuemdgistently, when inoculated by SA, the

most resistant peas had the lowest shoot biomdsges.

Discussion

To our knowledge, this is the first time that trengtic diversity for pea-RIv partner choice is
investigated within a pea collection representatiVéne variability encountered in the genus
Pisum co-inoculated with a mixture of divergghizobium leguminosarusbv viciae (RIv)
strains. Little is known about the mechanisms uydey the competitiveness of different Rlv
strains for pea nodulation and the various aldlibédifferent pea genotypes to choose among

diverse compatible RIv strains. Moreover, wheth@mpetiveness for nodulation of a given
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pea-RIv symbiotic association could be relateditmgen fixation efficiency has been few

investigated.
Natural variability of biomass and pea nodulation

Differences in shoot biomass were found betweerp#@eaccessions according to their SNP-
based cluster affiliation. As cluster assignatiomere found to correlate with species
affiliation, geographic origin and year of cultiveegistration, these results give an overview
of the modifications which had occurred during dstiation and breeding history. Within
the D1 group, the landraces Bf sativumor P. s.subsp.abyssinicumwere found to have
higher size than thE fulvumaccessions and most of the other wild peas. A.hg subsp
abyssinicumclustered with theP. fulvumand someP. s. subsp elatius or humile which
supports the model of independent domestication® feativumsubsp.abyssinicumand P.
sativumand the origin oP. s.subsp abyssinicunas a hybrid betwedp. fulvumand a subset

of P. s.subsp elatius(Vershininet al, 2003; Jinget al, 2010). Within the ‘Spring’ D2 group,
the oldest known cultivars — created at the enthei8th century - are garden peas. Garden
peas have been selected until the end of the 6@islynn the Netherlands, France and Great
Britain (Vilmorin-Andrieux, 1883; Fourmont, 1958)hich is consistent with their gathering
into distinct clusters. We found that Dutch andriete peas presented similar characteristics
of high biomass than fodder or garden peas frontiNeaistern Europe, whereas English peas
were smaller and thus are likely another sourceligérsity in Europe as indicated by
Fourmont (1956). In response to the soya exporteaego from US, European breeding
moved during the 70’s towards field dry peas farmeat feeding. Crosses were made between
the former garden peas with high seed protein cb@ted European fodder peas, with the aim
of increasing seed yield by reducing the plant l@sesnor by fall-sowing (Acikgoz, 1982;
Cousin, 1997). The low biomasses we observed witiencluster of spring dry peas and the
‘Winter’ D3 group are consistent with this breedegplution and use of fodder peas as a new
source of diversity.

Significant positive correlations were observedwasein shoot biomass and nodule
biomass or number, independently of species dftillaand breeding history. A close
adjustment between symbiotic organs development @adt growth has been already
observed in a smaller genetic diversity within meaVl. truncatula (Bourion et al, 2010;
Voisin et al, 2010; Laguerreet al, 2012). Pea and/. truncatula forms indeterminate
nodules, following two sequential processes: nofimation and mature nodule expansion.

Both processes require an adjustment between tisgastion of whole plant N demand and
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the allocation of photosynthates needed for thixtion. The nodule formation determines
the nodule number and is the result of early pkab&cteria interaction. It only occurs under
situations of N limitation and is repressed by hiylsupply (Jeudet al, 2010; Voisinet al,
2010). The nodule expansion is also strongly suenhito a systemic N-signaling regulation
and locally highly reduced in fix- nodules (Lagueet al, 2012). In our study supplied with a
low nitrate content, we observed a closer adjustrbetween shoot and nodule biomasses
than between shoot biomass and nodule number,idgiigilg that the peas fine-tuned their
symbiotic capacity to their N demand and C allamaotential by modulating the expansion
of their nodules. Their nodule numbers more liked#gulted from early plant x rhizobia

interaction and partner choice.

Competitiveness for nodulation in single- and multinoculum environment

are not correlated

Both experiments of mono-inoculation and multi-inlation give complementary
information and new insights into the natural Vaitity of pea-RIv partner choice. Our results
obtained in mono-inoculation experiments confirmddt SF (TOM) is required for
nodulation of pea accessions originated mainly fisighanistan or in few cases in Middle
East or Ethiopia (Lie, 1978; Winarno & Lie, 1979%uhget al, 1982; Young & Matthews,
1982). We also found in agreement with these astti@t some other peas from Afghanistan
are only partially resistant or even susceptibl&twopean Rlv strains and we enlarged the
existence of resistant or partially resistant vélddrace accessions to other countries
(Caucasus). In complement to the former studieSETOM, we found a high correlation
between its nodulation ability in mono-inoculatias compared with the other strains and its
nodulation competitiveness in multi-inoculation.dé®d, two pea accessions of our pea
collection, R098 from Afghanistan and R069 froma&dr(thePisum humileJI241 described
by Young & Matthews, 1982, as resistant to nodaofatiby European strains) were
successfully nodulated by SF, formed no or only fesdules when mono-inoculated with
SA, SD or SK and were also the two accessions mgher than 80% of nodulation by SF in
multi-inoculation. Of the two other afghan peastddsin mono-inoculation, R029 had a
partial resistant phenotype with less nodules it European strains than with SF and
showed an intermediate competiveness of SF in simaddulation, whereas R035 had a
clearer susceptible phenotype. Interestingly, apidatready mentioned in the literature, the
two P. sativunmoriginated from Caucasus were found to be paytraddulated by SF in multi-
inoculation, and the one tested in the mono-indmnaexperiment confirmed its partial
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resistance to European strains. All the other atoes tested were found to be nodulated by
SF in the mono-inoculation experiment but not htrathe multi-inoculation experiment. The
ability of SF/TOM, in a single-inoculum environmeitd nodulate a wide diversity of peas is
in agreement with former observations (Lie, 198buiget al, 1982; Foberet al, 1991).
The inhibiting effect of European strains has be&eti documented on few peas including ‘cv
Afghanistan’ and induces no or a reduced numbeér@¥ nodules (Winarno & Lie, 1979;
Hogg et al, 2002). Our findings extend the knowledge of timisibiting effect, as to our
knowledge, no literature mentioned a total blockéfiggct of European strains on nodulation
by TOM of all the peas susceptible to Europearirsgra

With the exception of the correlation between tlesistance of nodulation by
European strains and the SF competitiveness ini-maltulation, no correlation was
observed between the ability of a strain to forndules in mono-inoculation and its
competiveness for nodulation in multi-inoculatid®A was the most competitive strain in
multi-inoculation but, for nearly all the accessotested, formed the lowest number of
nodules in mono-inoculation as compared with thHesostrains. More variations in nodule
number were observed between the pea accessiomsmadre-inoculated with SD, SE or SK
as compared with SA, but without any correlatiomhvthe level of competitiveness of those
strains in multi-inoculation. Taken together, thessults indicate that the nodulation ability
of a strain evaluated in mono-inoculation is nagomd predictor of its competitiveness for
nodulation in the presence of other strains inxeohinoculum and, a fortiori, in the complex

rhizobial environment of fields.
Partner choice varies according to pea genetic ardogeographic diversity

Some relation between pea genetic diversity andcehamong the five Rlv strains was
observed in our study. As shown before (Lie, 1948;et al, 1987), cultivated peas showed
less variation with regard to their symbiotic partrchoice than wild peas. Indeed, in the
multi-inoculation experiment, the two genetic gredp?2 and D3 presented a less diversity in
RIv choice than the ‘Wild group’ D1. The D2 and [@Boups included all the cultivars,
breeding lines and landraces from Europe or Amesitd some landraces from Africa or
Asia. D1 comprised landraces or wild accessiond,mast of them was originating from the
centers of pea genetic diversity and initial doneasibn. This ‘Wild group’ was subdivided
into three genetic clusters, which could be distisiged from one another according to the
species/subspecies or origin and the partner chp@ittern of their belonging accessions. The

KO1 cluster, the most diverse in partner choices wamposed of all thB. fulvumandP.
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sativum subsp. abyssinicumof the collection plus somé®. sativum wild accessions
representative of the Middle East genetic diverségtre. The KO2 cluster was representative
of the further extend of peas to Afghanistan ardidand comprised the landrace peas highly
specific to nodulation by TOM. At the opposite, thie accessions of the KO3 group were
sativumoriginating from Abyssinia or Lybia and had an 8é&quency higher than 90%. This
observation of higher preference for a specifiaistamong thd>. sativumoriginating from
this region has not already been mentioned in iteeature. All these observations provide
evidence that the very first domestication processed spread of peas from the Fertile
Crescent may have resulted in a higher speciffoitysome Rlv. Conversely, as D2 and D3
had similar choice among the five RIv strains im experiment, there is little evidence of
modification of partner choice subsequent to theag of peas to Europe, and this whatever
the modification of end use from forage or garderdty peas and the different breeding
strategies followed from the end of the 18th cgntuntil nowadays.

Thanks to genetic analyses of peas resistantdolation by European strains, the first
symbiotic pea geneSYM1and SYM2were identified (Lie, 1971; Holl, 1975). Tteym2
allele induces arrested nodulation on ‘cv Afghamsipea inoculated with European strains
(Geurtset al, 1997). These strains lack the host specificityegewdX carried by TOM (Davis
et al, 1988) and evidence has been provided that thigipition of the nodulation by TOM of
‘cv Afghanistan’ results from an overproductionidd factors (Hogget al, 2002). Another
nod genes such asodE nodO andnodL have been identified as modifying the variety and
level of Nod factor production and determining hgisecificity variation (Spainkt al, 1991,
Walker et al, 2000). In pea, only one another gene affectindutadion has been identified
among the natural diversitysfYM22in JI1794=R012) and the use of mutagens has aflowe
the identification of other genes (LaRue & Weed&892; Borisovet al, 2007). Among
them, SYM10 and SYM37 were shown to encode LysM-RLKs and to be requiied
nodulation and Nod factor perception (Madssnal, 2003; Zhukovet al, 2008). SYM37
maps at the same position th&YM2 and it is likely that this region contains ditet
repertories of LysM-RLK encoding genes (Zhulehal, 2008). Recent evidence from model
legumes has shown that some LysM-RLK encoding geties tharPsSYM1G&ndPsSYM37
orthologues are also likely to be involved in strapecificity through Nod factor or rhizobia
cell surface recognition (Kawaharaeiaal, 2015; Malkovet al, 2016). Our study revealed an
unknown natural variability for partner choice argonild peas which could be useful for
further studies of the genetic basis of pea-RIvutattbn.
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Nitrogen fixation efficiency is not a major determnant of partner choice

We found very little evidence that competivenegssfadulation of a given pea-RIv symbiotic
association is related to its nitrogen fixationieéncy. First of all, in the single-inoculum
environment, the SE strain displayed a high abtlityform nodules but in all cases had the
lowest efficiency. Moreover, the relationship bedwestrain competitiveness in multi-
inoculation and relative shoot biomass of mono-ut@ied plants was only significant for two
strains, SA and SF, and is likely mainly related differences between accessions in
resistance for nodulation by SA and specificity 8F. The weak relationship between
competiveness for nodulation and nitrogen fixatfiiciency is in agreement with previous
observations made in other plant-rhizobia assaciatwith indeterminate nodules, in which
Fix” mutants oR. melilotiwere found to not significantly differ in nodulati competitiveness
of alfafa from their Fi% parent strains (Amarger, 1981). More recently \Wwewsed inM.
truncatula@Sinorhizobiumthat plant N status does not impact partner chdicenodule
formation but results in preferential expansionnofdules formed with the most efficient
strains (Laguerret al, 2012). Nodulation competitiveness and symbidfficiency traits are
likely under distinct selection pressures. Compslitess is most probably determined during
early plant-bacterial interactions and/or the baaktecolonization of the symbiotic organ,
whereas efficiency of symbiotic nitrogen fixatioaquires later additional interactions with
the plant. Nutritional interactions result in aosig allocation of metabolites by the plant to

the bacteroids and the induction of nitrogen fisatin bacteria.

Conclusion
This work confirms the importance of consideringumes as exposed to several symbiotic
compatible rhizobia rather than to a single st{&mesen & Heath, 2013; Kieest al, 2013).
Mono-inoculation experiments are useful to evalubte ability of a strain to form efficient
symbiosis with a given host, but they fail to detere the ability of this strain to compete
with other strains in a mixture, which is the commmsituation in the field. Abiotic soil
conditions and biotic composition of the rhizosgheray also modulate the fitness of free
bacteria, their abilities to infect plant root areir competitiveness toward other
microorganisms (Philippatt al, 2013). Integrating this complexity is a major lidrage for
future studies on pea-RIv partner choice.

This work also documents that competitiveness &atuhation is under the control of
both pea and RIv genetic factors and confirms #hatuccessful inoculant must not only

provide enhanced symbiotic nitrogen fixation but ¢cmmpetitive for nodulation in the
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presence of a large population of indigenous rhad@briplett & Sadowsky, 1992). Further
experiments are planned to decipher the genetlutacture of the partner choice trait and
identify specific loci underlying this phenotype Ipgrforming Genome Wide Association
Studies. They will involve larger pea and RIv collens and increased genomic resources
and high-throughput phenotyping abilities than thpeesented in this study. Such knowledge
of the key genetic factors involved will allow texklop new pea varieties and successful Rlv

inoculants and enhance the agronomic potentidlepea crop.
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SYNTHESE ET PERSPECTIVES

Les légumineuses sont des cultures de choix pgunde a la nécessité d’'une agriculture
combinant production de qualité et durabilité eglpbroduisent des graines a haute valeur
nutritionnelle, notamment riches en protéines j sans nécessité d'un apport d’engrais azoté
grace a la symbiose qu’elles établissent avec degties fixatrices de l'azote de lair.
Cependant, les irrégularités du rendement et dautegn protéines que connait la culture de
pois limitent son extension. Elles sont, en pali#®s a des problemes de nutrition azotée. En
effet, la fixation symbiotique d’azote est trés sble aux conditions environnementales
(stress abiotiques, biotiques) et le faible dévedmpent des racines fréquemment observé
chez les léegumineuses peut affecter le préleveemmau et en éléments minéraux (dont les
nitrates). Pour créer des variétés de pois possadan meilleure nutrition azotée, une
complémentarité est donc a rechercher entre lex @eies d’acquisition d’'N, avec en
particulier une mise en place des nodosités gqgerfasse pas au détriment du développement
racinaire.

L’objectif de cette these a été d’acquérir une ek compréhension du contrble
génétique de la mise en place des racines et dhssités et de leur impact sur la nutrition
azotée de fagon a explorer si un tel idéotype@stevable.

1. Apport des résultats de la these en recherche

Des approches trés diverses ont été utilisées ats abe cette these. Une approche de
génétique quantitative a tout d’abord été utilidgsesée sur la recherche d’associations entre
diversité de I'architecture racinaire et nodulatede I'acquisition d’azote et polymorphisme
moléculaire (QTL). Elle a permis d’identifier desrees du génome pouvant étre impliquées.
La deuxieme approche, transcriptomique, a mis @eéee des différentiels d’expression de
génes corrélés a un phénotype racinaire et/ou disiign d'azote. Enfin, une troisieme
approche nous a permis d’examiner la question deafscité des génotypes de pois a
favoriser les associations symbiotiques avec lestss de rhizobium les plus performantes
pour I'acquisition d’azote et I'impact de la séleatvégétale sur cette capacité.

Différents jeux de données, acquis en amont ouocausade la thése, ont été utilisés
pour les trois difféerentes approches (Annexe 4).quasi-totalité de ces données a été
valorisée dans les articles qui constituent césd ; un petit nombre n’a été valorisé jusqu’a

présent que sous forme de posters ou dans le tafipar du projet ANR GENOPEA.
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Certaines d’entre-elles ont également constituéddesées de base pour I'établissement de

nouveaux projets.

Mise au point d’'une méthodologie de phénotypage

En dépit de leur diversité, les approches menéemates eu pour dénominateur commun : la
description de la variabilité des structures d’asitjon de I'N (racines + nodosités) et de leur
fonctionnement.

Des méthodes de phénotypage racinaire et nhoduaireonc été mises au point, de
fagcon a étre i) applicables sur un grand nombregéetypes ; ii) effectuées a des stades
représentatifs des capacités d’'acquisition d’Nmlaates. Outre la définition des systemes et
conditions de culture, elles ont nécessité la nasepoint de techniques d’acquisition
d'images (techniques de lavage et d'étalement demas, type dimage, résolution) et
d’analyse de ces images (utilisation du logicielnRiI1ZO® Regent Instruments, Quebec,
Canada). Des caractéres représentatifs de la migdaee du systeme racinaire nodulé ont
ainsi été déterminés pour toutes les expérimemtgtipar analyse d’'images (longueur et
surface des racines, surface des nodosités) ocopgstage direct (nombre des racines et des
nodosités). En complément, une technique d’étalemeracquisition et d’analyse d’image
des parties aériennes a été mise au point, pemhettstimer les surfaces foliaires et la
variabilité des couleurs des feuilles comme in@icatde leur teneur en chlorophylle, sans
nécessiter l'utilisation d’'un planimétre ou d'un/AP.

Ces méthodologies ont depuis été citées et utlipgeir décrire de la variabilité de
nodulation, de fixation symbiotique ou de surfaokafre dans des populations de lignées
recombinantes de légumineuseks,japonicus haricot, soja et pois (Tominaga al, 2012;
Ramaekerset al, 2013; Hwanget al, 2014; Klein et al, 2014). La méthodologie de
description du systéme racinaire et de la partieeiée a été appliquée a une collection de
266 accessions de pois dans le cadre d’'une theart\a déterminer le réle de I'architecture
racinaire dans le contrble génétique de la dimimutles symptémes de pourriture racinaire
dus aAphanomyces euteichehez le pois (Desgroux, 2016). 33, 38 et 7 QTlatisl
respectivement aux racines, aux parties aérienngisrge entiere ont ainsi été détectés dans
cette étude basée une analyse de génétique dassodiGenome Wide Association Study,
GWAS).

Elles ont aussi contribué a la mise au point de¢esys de culture en poches ou
rhizotrons permettant une visualisation ou un sdwila nodulation ou du développement

racinaire (Clemovet al, 2011; Jeudet al, 2016). Enfin, les images de racines publiées dans
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l'article relatif au mutant étudié ched. truncatulaont servi de base au paramétrage d’un

modéle de développement racinaire (Schre¢pi, 2016).

Mise en évidence d’une variabilité génétique

Les trois démarches ont nécessité I'étude d’'uneahiité de ressources génétiques :
population de lignées recombinantes de pois, mutadhiit par rayonnement chez M.
truncatulg ou collection d’accessions de pois.

Chacune des descriptions de ces diversités a at¥ante. En effet, aucune étude
n'avait jusqu’alors exploré conjointement les vhiligés de mise en place des racines et des
nodosités et évalué leur impact sur l'acquisitioN.dD’autres études de populations de
lignées recombinantes ont été effectuées depuis, etias n’ont le plus souvent examiné que
les nodosités et la fixation symbiotique ; a ce jdétude présentée dans le chapitre | reste la
plus détaillée notamment en ce qui concerne leldgpement racinaire. L’étude faite sur le
mutant deM. truncatula et son parent sauvage J5 représente, quant alalf@emiére
caractérisation détaillée qui ait été publiée ®ddptation architecturale du systeme racinaire
d'une plante Iégumineuse a la disponibilité eneaeaterne. Enfin, aucune étude n’a encore
été publiée concernant la diversité de développemagmaire et nodulaire d’une collection
d’accessions de pois ou de choix entre les parenpois et RIv.

Toutes les études menées ont mis en évidence andegdiversité pour les caracteres
mesures, et les données acquises sont un réghissament des connaissances concernant les
ressources génétiques étudiées et des candidatgiplst pour d’autres recherches. TR185 est
ainsi apparu un candidat intéressant pour examaez M. truncatulg la signalétique de
carence en N dans le milieu ; suspecté par M. [Hoid (Australian National University,
Canberra) comme étant muté pour un gene réceptsirpdptides CEPs ; ceci pouvant
expliquer la permanence de son état de carence Bed\travaux menés depuis ont confirmés
cette hypothése : les croisements que nous avahsé® ainsi que les séquencages faits par
F. Frugier et C. Laffont (IPS2, Gif-sur-Yvette),tatepuis montré que TR185 est allélique au
mutantcra?2; les travaux meneés en collaboration entre legaoks de I'Australian National
University et ceux I'lPS2 ayant montré par ailleqge MtCRA2 est probablement un
récepteur de MtCEP1 (Mohd-Radznetral, 2016).

L'étude de la diversité des développements ra@naindulaire et aérien menée sur la
collection de 104 accessions de pois (Annexe Seranig de définir des ensembles de
génotypes pouvant servir a d’autres programmesedberche ; pour exemples i) elle a

bY

contribué a choisir 3 génotypes contrastés pour éeahitecture pouvant ainsi servir de
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référence pour le WP3 (Exploitation de [larchiteetuet des interactions plantes x
microorganismes du sol pour un meilleur contréle steess biotiques et abiotiques) du projet
d’Investissement d’Avenir PeaMUST, ii) elle a pesrdie choisir 10 génotypes contrastés de
pois qui ont été étudiés de facon plus approfoddies différentes conditions pour, a terme,
paramétrer un modeéle d’architecture du systémeaaei nodulé (collaboration AS Voisin, L.
Pages), iii) elle a été associée en son entier paudiversité d'architecture racinaire a la
collection « Aphanomyces » créée a I'INRA de Renpesr constituer la collection de 266
génotypes nécessaire a I'analyse de génétiqueodiaisn relative a I'architecture racinaire
et a la tolérance A. euteichesEnfin, I'étude a partir de cette population dd Hgcessions de
la diversité du choix entre pois et Rlv a permisicduérir des résultats préliminaires
nécessaires a la soumission d’'un projet ANR, GR@&hetics of Rhizobia Selection by
Pea), visant a connaitre les déterminants génétigge ce choix; les premiéres
expérimentations prévues dans ce projet vont éaksees a partir d'un sous-échantillon de

génotypes de pois choisis parmi les 104 gracera gtide de diversité.

Mise en évidence de corrélations génétiques entreanables
d’architecture racinaire nodulée et d’acquisition dN

Dans les deux approches que nous avons menéesisugminteraction avec des rhizobia,
nous avons mis en évidence l'existence de coroélatigénétiques entre les caracteres
d’architecture racinaire ou nodulaire et ceux diasifion d'N. Ses corrélations ont été
examinées sur différentes ressources génétiquas, difierentes conditions de culture et a
différents stade de développement des plantes.

Au cours de notre toute premiére expérimentat@rcamparaison entre 7 lignées de
pois, cultivées en pots et inoculées avec la sodehRlv 1007, nous avons mis en évidence
gue les corrélations étaient globalement positmess qu’elles évoluaient au cours du cycle
de la plante. Ainsi, au stade précoce de 4 feuilisibles, la quantité d’N contenue dans les
parties aériennes (elle-méme trés fortement carééla biomasse aérienne) n'était
significativement corrélée qu'a la biomasse desnesc; la corrélation entre les deux
demeurant significative jusqu’a début floraison{fgal.1). La corrélation entre biomasse de
nodosités (ou surface de nodosités) et quantitéddins les parties aériennes, quant a elle, ne
s’est révelée significative qu’a partir du stade Qddeuilles et I'est restée jusqu’a début
remplissage des grains. La quantité d’'N a été aasetlée au nombre de nodosités, mais ceci
uniquement au stade de 9 feuilles.
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Dans les deux expérimentations suivantes, les mgsyue nous avons réalisées au
stade début floraison sur la population de ligneEe®mbinantes (inoculées par la souche
P221) ou a 4 semaines, c’est-a-dire un peu avadnitdtoraison, sur la collection de 104
accessions (inoculées par un mélange de 5 soueh&dvlil ont confirmé I'existence d’'une
forte corrélation a ce stade entre biomasse aé&ienrbiomasse racinaire ou nodulaire, la
corrélation avec le nombre de nodosités étant fdilde. Cette relation entre biomasse
aérienne et biomasse des organes symbiotiquegesteddans la littérature sur différentes
especes. En effet, la croissance de la plantadginenter la demande en N de la plante tout
en entrainant une plus forte disponibilité en resses de C liées a la photosynthése (Moreau
et al, 2008; Voisinet al, 2010; Laguerret al, 2012).

Notre étude sur les 104 accessions de pois a pdemisontrer que la corrélation entre
biomasse aérienne et biomasse des nodosités estvé@bdsquelle que soit l'origine
géographique ou la diversité d'usage des génotgleegois. La plus faible corrélation
observée entre biomasse aérienne et nombre de itdsdssiggére que la formation des
nodosités est moins dépendante du potentiel desamie que I'expansion des nodosités et
soumise, au moins en partie, a un contréle géretistinct et relatif a l'interaction entre
plante et RIv.

Cette étude a permis aussi de s’interroger égaleswanlimpact des souches sur
I'acquisition de I'N — leur efficience symbiotique et sur la variabilité de leur capacité a
noduler les plantes. Elle pourrait permettre audsi déterminer si elles induisent des
modifications en architecture racinaire. Une arekys composantes principales a été réalisée
avec, comme variables actives, les variables d&uriVarchitecture racinaire nodulée, les
biomasses et I'acquisition d’N, et comme variatdapplémentaires, les proportions dans les
nodosités de chacune des 5 souches (Fig. 11). dig phéférentiel pour SF (TOM) semble
associé a a la présence de nodosités a forte Benmadividuelle mais peu nombreuses ; a
I'inverse les accessions ayant choisi de préfér&&eauraient des nodosités plus petites et
plus nombreuses mais une biomasse aérienne eeefic symbiotique plus élevées. Ceci
suggere que des différences de choix de souchesp avoir un impact sur I'architecture
racinaire nodulée ainsi qu'observé précédemmergueaeet al, 2007). Il ne faut exclure
cependant qu’inversement des différences d’ardiitecpourraient avoir un impact sur le
choix des souches.

Néanmoins, l'étude complémentaire effectuée sur éghantillon de 18
accessions contrastées a montré que l'efficacitdadéxation de l'azote n’est pas un

déterminant majeur du choix par les génotypes dedmleur partenaire symbiotique dans un
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Variables (axis F1 et F2 : 58,55 %)

hootL
LeafStage

ANodB

0.75

0.5 SF

0.25

-0.5 BGB:TB

ShootNC
-0.75 +

-1 -0.75 -0.5 -0.25 0 0.25 0.5 0.75 1
F1 (42,29 %)
® variables actives ® Variables supplémentaires

Fig. 11. Analyse en composantes principales des 104 aoossde pois avec 16 variables actives décrivant
I'architecture racinaire nodulée, le développenagten et I'acquisition d'N et 5 variables suppl@magres SA,
SD, SE, SF et SK qui sont les proportions de chadences souches dans les nodosités.

RootB: root biomass, RootD: mean root diameter,tRbat: Number of first order lateral roots, TapRodotap
root length, TRootL: Total root length, NodB: nodubiomass, NNod: number of nodules, ANodB average
biomass per nodule, LeafStage: Number of nodes leithes, ShootB: Shoot biomass, ShootL: Shoot hengt
ShootNC: Shoot nitrogen content, ShootQN: Shootogén accumulation, BGB:TB: relative part of
belowground upon total biomass, NDFA: nitrogen acglation derived from symbiotic fixation, TSW:
thousand seed weight
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contexte de multi-inoculation. Cette confrontaties pois a un mélange de souches de Rlv
est représentatif des conditions de culture en psaibans les démarches de recherche et de
création variétale a venir, prenant en compte mésractions avec les rhizobia, il est donc
indispensable de considérer les deux composantda dgmbiose : efficience mais aussi

choix entre partenaires symbiotiques.

2. Perspectives

Chacune des trois différentes pistes abordées aws cde cette thése pourraient étre
approfondies, en particulier grace aux nouveauxlsogjui existent ou vont exister trés
prochainement a Dijon : ressources génétiquesraingigues sur le pois et nouveaux outils
de phénotypage racinaire. Deux niveaux d’approks®inent sont possibles; le premier
consiste a ré-analyser les données phénotypigaessas en utilisant les nouvelles ressources
génomiques disponibles; le second consiste a ayis des expérimentations

supplémentaires pour poursuivre certains questments.

Utiliser les nouveaux outils disponibles
Avec son grand génome d’environ 4,5 Gb, le poisaeshme la lentille, jusqu’a présent resté
sans séquence de référence de son génome. Graadimainution du col(t de génotypage a
haute densité et du développement des nouvelldsones de génotypage (Next-Generation
Sequencing: NGS), dont le génotypage par séquer{Ga®otyping-By-Sequencing: GBS),
plusieurs programmes nationaux et internationauxd@éwveloppé ces derniéres années des
ressources génomiques sur les légumineuses diindg@®nomique ayant un plus petit
génome comme par exemple le soja et le pois chiehes récemment, un consortium
international a été constitué pour générer la sgcpieompléte du génome du pois (Madetui
al., 2015).

Auparavant, une premiére étape vers la connaissdocgénome de pois a été
franchie, grace a la création dun atlas dexpoessi des génes

(http://bios.dijon.inra.fr/EATAL/cgi/pscam.cgi Cette ressource génomique permet de

rechercher, chez le pois, la séquence homologue géne d’intérét identifié chez une autre
espece et de connaitre son profil d’expression dmndante. Cet atlas a été obtenu par
séquencage haut débit de banques d’ADNc produitparér de 20 tissus provenant de
différents organes (dont les racines et les noégsiprelevés, a difféerents stades de
développement, sur des plantes soumises a difesreainditions de nutrition azotée (Alves-
Carvalhoet al, 2015).
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La premiere carte génétique du pois a été, quahé aconstruite dés 1925 sur la base
d’'une dizaine de marqueurs morphologiques (Weltdnsl925). Des progres considérables
ont été fait depuis avec I'apparition des marque&iBR (Single Sequence Repeat) et SNP
(Single Nucleotide Polymorphism), et de nombreusetes génétiques basées sur différentes
populations biparentales existent. REcemment, arte consensus a été construite a partir de
12 populations de RILs génotypées en utilisant O3BBIP représentatifs d’un sous-set des
transcrits mis en évidence précédemment (Tayetl, 2015). La banque d’ADN génomique
de type BAC (Bacterial Artificial Chromosome) qui &é créée permet d'accéder a

I'organisation physique du génome du pdistd://cnrgv.toulouse.inra.fr)fr Enfin, dans le

cadre du projet d’Investissement d’Avenir PeaMUS8&s données de génotypage viennent
d’étre acquises sur différents panels de poiscppture d’exome et séquencage de plus de
50000 fragments. Plus d’un million de SNP avec mala 10% de données manguantes ont
ainsi été détectés pour ces panels.

Beaucoup d’efforts ont été aussi déployés cesiatesh années pour faciliter et
automatiser le phénotypage racinaire ; ceci cotgaient a la baisse des colts d’acquisition
d'image. Les améliorations ont initialement surtgige a élaborer des outils informatiques
permettant la collecte de données de phénotypagetia d'images en deux dimensions (2D)
réalisées grace a la culture en rhizotrons pl#fnRHIZO®, SmartRoot (Lobeét al, 2011)
et archiDART (Deloryet al, 2016) sont parmi les plus utilisés des logicidésliés. Les
innovations portent aussi sur deux autres nivealixla construction de plateformes de
phénotypage racinaire (et aérien) a haut débit pgaatliter 'automatisation des prises
d’'image ; ii) 'obtention d'images en 3D des sys&smacinaires pour des cultures en pots ou
en milieu naturel, utilisant des techniques de traphie ou de résonance magnétique
(Dusschoteret al, 2016). La plateforme de I'INRA de Dijon, 4PMI (i et al, 2016), se
distingue de celle de [lInstitute of Bio- and Gdesces a Juelich en Allemagne,
GROWSCREEN Rhizo (Naget al, 2012), par ses rhizotrons en forme de tubes.

Pour préciser 'architecture génétique des caracters

La mise en évidence de co-localisations entre lgeuna partie des QTL relatifs a
'accumulation d’N dans les plantes ou dans lesingsea avec des QTL relatifs aux
développements racinaire ou nodulaire réalisée tmnmemiere approche indique qu'ils
partagent des déterminismes communs. Notre détedddQTL relatifs au développement et
a la croissance des racines et des parties aésiemreté validée depuis. En effet, leur

projection, sur la carte génétique consensus, aemigvidence des colocalisations entre les
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QTL que nous avons détectés et ceux identifieapalyse de génétique d’association sur une
population de 266 accessions de pois ; ainsi 23cdkxalisations étaient relatives a des
variables racinaires et 13 a des variables aérefidesgroux, 2016).

Cependant, en raison du faible nombre de marqueursa carte génétique utilisée
dans notre étude (152 marqueurs), la localisat@mogique des QTL de développement
racinaire et nodulaire et d'acquisition d'azotecdkés a été trés imprecise, et la détermination
des genes sous-jacents impliqués dans la varidéares caracteres n'a pas été possible. Une
nouvelle recherche de QTL s'appuyant sur une galde dense (13000 SNP) devrait
permettre une réduction significative des inteegltle confiance de ces QTL. Cette étude
étant conduite sur une population de RILs, sedss/ériations génétiques présentes au sein
des parents de cette population de RILs pourrast ddtectées comme impliquées dans ces
caracteres. Il est néanmoins possible que d'autgesns du génome soient impliquées dans la
variation de ces caracteres, et une approche lmséan panel génétique plus diversifié
pourrait potentiellement indiquer des zones candf&supplémentaires.

De ce fait, une étude de génétique d'associatitisartt ces 13000 marqueurs SNP a
ete effectuée sur la collection de 104 accessienpais inoculée par le mélange de cing
souches de RIv. Un des SNP présentant un fort Isidiagsociation identifié par cette
approche se trouve dans le gére (impliqué dans la voie de synthese des gibbéedliet
déterminant la taille des entre-nceuds) qui étaé dénnu pour étre associé a la hauteur des
plante. La détection de cette association constiheevalidatiorpost-hocde la méthode. De
facon intéressante, les variations de ce marqueiuégalement été associées a des variations
de teneur en N des parties aériennes, en accocdes/eolocalisations entre QTL relatifs a la
hauteur des plantes et ceux relatifs a la tenelN drs graines ou des parties aériennes que
nous avons trouvé dans l'étude présentée dansagitah | (Bourionet al, 2010) et par
(Burstinet al, 2007). Un SNP dans un gene codant pour une LRR-&Rhussi été identifie
comme ayant un effet sur des variations du taukxa¢ion symbiotique. Aucun effet de ce
SNP n’a été observé sur le nombre de nodositéséfsma la différence des génes codant
pour des LRR-RLKs préalablement identifiees commgliqguées dans la perception des NFs
tels queMtDMI2/PsSYM19Endreet al, 2002) ou dans I’AON tels qudtSUNN /PsSYM29
(Krusell et al, 2002).

De fagon générale, cette étude de génétique diasisocn’a permis de détecter que
tres peu d’associations entre marqueurs SNP etteaga; ce qui peut s’expliquer par la faible
taille de la collection et une densité de marqueuwisreste faible compte-tenu de la forte

décroissance du déséquilibre de liaison observimtedes groupes de liaison. L’'association
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entre le choix préférentiel pour la souche SF (T@wW)n SNP dans le geS&'M2n’a pas pu
étre observée, néanmoins, des variations de propsrie nodulation par SF et des variations
dans des SNP situés sur d’autres groupes de ligjgerLGl laissent supposer qu'il existe
d’autres déterminants que le ge8¥M2dans ce choix. Une nouvelle étude de génétique
d’association impliquant une collection de pois tddle plus grande (336 accessions),
inoculée par un mélange comprenant une trentaiseuiehes de Rlv, est prévue dans le cadre
du projet ANR GRaSP qui va débuter en 2017. Laectiin sera génotypée avec plus d’'un

million de SNP a partir de captures d’exome.

Pour valider de nouveaux génes candidats

L’expérimentation sur les 336 accessions va éaksée sur la plateforme 4PMI de Dijon. Il
sera donc possible, en plus de la déterminatiadides populations de rhizobia associees a
chacune des accessions, de suivre la mise engegaa@acines et des nodosités et la croissance
aérienne de l'ensemble des plantes a partir dealjaa des images prises de facon
automatisée au cours de la culture. Des marquediPs dans des genes candidats pourront
étre testés pour leur association avec des vargtie caractéres d’architecture racinaire
nodulée, d’acquisition d’'N et de choix de souchbs Res homologues chez le pois du géne
MtCRA2 ou de genes impliqgués dans le transport d'N damtaovu un différentiel
d’expression entre TR185 et J5 pourraient étre aiexlidats d’architecture racinaire et
nodulaire. En effet, il est possible que des diifees alléliques au niveau de ces genes
induisent des différences de complémentarité erstoines et nodosités. Parmi les genes
impliqués dans la perception des NFs, ceux codamt ges LysM-RLKs, sont quant & eux
des candidats de spécificité d’interaction entris pb rhizobia retenus dans le projet GRaSP.
En complément de I'analyse GWAS, il conviendra plesrgenes candidats retenus d’étudier
la variabilité de leur séquence sur 'ensembleadmllection et d’étudier les associations avec
des phénotypes d'architecture racinaire noduléedeuchoix de souches de RIlv. Le
phénotypage de mutants TILLING (Targeting inducedal lesions in genomes) pour ces
genes sera un complément nécessaire a la validdésrgenes candidats. Concernant des
genes d’architecture racinaire nodulée, leur phéragfe pourrait bénéficier de I'utilisation de
plateformes utilisant de la résonance magnétiqueéeda tomographie qui permettent d’avoir
acces a la structure du systeme racinaire (angiesedion des racines, nodosités) et a la
répartition du C dans ce systeme (Metzsteal, 2016).
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Une fois l'intérét des genes candidats confirmé,paurra étre envisagé une
amélioration de la nutrition azotée par une séecfacilitée par I'utilisation des marqueurs

SNP. Une validation au champ des innovations dawsai étre réalisée.

3. Conclusion

Par ce travail de these, nous avons acquis unéenoreilcompréhension du contrble génétique
de la mise en place des racines et des nodositis letir impact sur la nutrition azotée. Les
démarches suivies ont nécessité I'étude d’'une graadabilité de ressources génétiques et
une approche pluridisciplinaire du phénotypage amapt des descriptions des structures et
de leur fonctionnement prenant en compte le parebactérien.

Une grande variabilité génétique pour les carastat@rchitecture racinaire ou
nodulaire et ceux d’acquisition d’N a ainsi été enen évidence, ainsi que lI'existence de
corrélations génétiques entre eux. Une approchegélgétigue quantitative a permis
d’identifier des zones du génome pouvant étre iugles dans les variations des caractéres.
Deux pistes d’amélioration de la nutrition azotéd aussi été étudiées : 'amélioration de
I'acquisition d’N par les racines a partir d'uneié® détaillée d’'un mutant de développement
racinaire, puis I'amélioration de la symbiose ale=crhizobia en examinant la question de la
capacité des génotypes de pois a favoriser lesiaisas symbiotiques avec les souches de
rhizobium les plus performantes.

Les résultats obtenus apportent des bases deioéflegncernant la conception d’'un
idéotype de nutrition azotée. Au-dela de la complétarité indispensable entre les deux
voies d’acquisition d’azote, il est indispensabé&eptendre en compte linteraction entre les
deux partenaires symbiotiques. Il reste encore wandy champ de recherche pour
I'optimisation de ce mécanisme symbiotique complexa met en jeu la formation des
nodosités et leur fonctionnement, en lien avecsigealétique et des interactions trophiques
complexes entre partenaires symbiotiques et idtnatg. Différents champs d’innovation
peuvent étre envisagés : combinaisons variétésosuinm bactérien, variétés capables de
sélectionner dans les sols les rhizobia les pliigesits ou inocula efficients et a large gamme
d’hétes. Dans tous les cas, il conviendra de \egrdiu champ si cette innovation apporte un

meilleur rendement et une meilleure tolérance asttess biotiques et abiotiques.
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Supplemental Fig. I.1. Frequencydistribution of RIL4 population for shoot dry mattper plant and
percentage of nitrogen derived from fixation, at BRwo glasshouse experiments; Pouches in 2007 and
Pots in 2006, and at maturity in two field expenmse 2006 and 2004. Arrows indicate the mean vafue
the parental lines: B, ‘Ballet’; C, ‘Cameor’

179



Annexes du chapitre |

LGII

4.5 4

— TRootL-06
i X TRootLd8-07
N\ : TNodPA-06
— RootE-06
— BGB:TB-06
— NDFA-04f

LOD

80 100 120 140

cM

Supplemental Fig. 1.2.LOD score curve on LGIl, LGIIl and LGVII for QTLsaociated with nitrogen acquisition
structure or functioning, in two glasshouse experitg; Pouches in 2007 and Pots in 2006, and ielé éxperiment
in 2004

180



Continued

Annexes du chapitre |

LCD

— LatApR-07
MLatRood3-07
— NLatRood4-07
MLatRood5-07
—— NLatRood8-07
—— NLatRood7-07
TRootER-07
— TRootLd4-07
—— TRootLd7-08

150

250

LoD
.

— RiootB-D6

— Miodd4-07
THodPA-DE
ThodPAGQ4-07

—— MNod-0&-QTLY

3.5]

a 2.5

LD

—— NodB-0&
— MNodE-06
— MDFA-0G

NMNod-0D8-GTL2

Supplemental Fig. 1.2 suite

181

250



Conftinued

LGVII

Annexes du chapitre |

TRootl d2-007
— TRootLd3-07
—— TRoatl d4-07
—— TRootLd8-07

— TRoofER-OF
I.I\ — SNU-08

THodPA-DG

MNodB-08
—— MNhod-08

Supplemental Fig. 1.2 suite

182

140



Annexes du chapitre |

Supplemental Table I.1.Effects of the different alleles of Le and Af orot@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 85.82 81.32 85.92 76.5P
TRootL 744.42 743.72 786.52 638.1°
RootB 122.72 121.12 129.12 103.5P
NNod 33.92 24.45 32.52 18.4b
TNodPA 1.842 1.46° 1.762 1.29b
NodB 5.682 3.89° 5.772 1.87°
9-leaf NLatRoot 117.32 104.22 113.02 101.8b
TRootL 2122.12 2089.62 2173.42 1228.9°
RootB 381.32 351.32 402.72 267.9°
NNod 253.42 199.5° 265.92 114.2b
TNodPA 7.232 4.61° 6.51a 3.8°
NodB 12.292 6.732 13.342 1.32b
Beginning of flowering NLatRoot 132.22 108.2° 124.42 103.92
TRootL 2863.02 2690.52 2896.02 2711.82
RootB 792.12 603.5° 691.32 666.92
NNod 582.52 380.2° 511.22 356.2°
TNodPA 18.282 13.65° 20.482 13.70b
NodB 68.972 51.04° 72.572 53.18°P
Beginning of seed filling NLatRoot 149.2a 116.3° 135.92 116.7°
TRootL 3267.92 2852.5P 3126.62 2790.32
RootB 947.22 717.9° 819.32 808.52
NNod 776.62 506.0° 647.82 557.3P
TNodPA 28.182 19.04° 25.942 21.762
NodB 126.032 71.71b 102.12 92.152

NLatRoot, number of first order lateral roots; R®otoot dry matter; TRootL, total root length; NNatumber of
nodules; NodB, nodule dry matter; TNodPA, total mledorojected area; ShootQN, shoot nitrogen accatmoum.

Indicated for each gene, the mean value of thetgpas carrying one of the two different alleles.

Means followed by different letters are signifidgrdifferent based on multiple comparisons (LSDites the 0.05

probability level.
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Supplemental Table 1.2. Mean parental values, broad sense heritability, @gnificance of genotype effect, Mean, Min andxWvalues for nitrogen
acquisition structure traits recorded in RIL4 p@pian in two glasshouse experiments (Pouches Z0g,2006)

Trait Pouches 2007 Pots 2006

Ballet Cameor h? Pr>F Mean Min Max Ballet Cameor h?2 Pr>F Mean Min Max
Number of first order Lateral Roots at d1 NLatRootdl 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 69.1 203 118.7 - - - - - - -
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 dO (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 2.6 131 - - - - - - -
Total Root Length at d2 (cm) TRootLd2 74.8 31.3 0.56 <0.0001 452 94 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) TRootLdé  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 1215 0.85 <0.0001 157.2 89.4 271.1 321.6 2595 0.9 <0.0001 340.6 1353 7495
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 101 0.0 39.0 - - - - - - -
Number of Nodules at d6 NNodd6 24.0 353 0.51 <0.0001 31.0 0.3 80.0 - - - - - - -
Number of Nodules at BF NNod 56.3 68.3 040 0.0005 56.3 9.7 117.7 122.2 209.3 0.74 <0.0001 177.9 458 458.0
Total Nodule Projected Area at d4 (cm?) TNodPAd4 0.007 0.068 0.44 <0.0001 0.022 0.000 0.112 - - - - - -
Total Nodule Projected Area at d6 (cm?) TNodPAd6 0.239 0.402 0.55 <0.0001 0.294 0.003 0.682 - - - - - -
Total Nodule Projected Area at BF (cm?) 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 3450 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 1.3.Pearson correlation coefficients between nitrogeuisition structure traits recorded in RIL4 popigia in two glasshouse experiments

N~
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o = m o) S m o = m o) S m %_ L ol <

T 9] S o} ] ] @ 3 IS] e g 3 o g S

s g & = g 2 5 g & 2 g 2 § & 3 B

= B £ = B £ 5 F 22
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***  (.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** Q.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

* *x k% gignificant correlation at the 0.05, 01, 0.001 probability level, respectively.
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Supplemental Table 1.4.Mean parental values, broad sense heritabilityghé significance of genotype effect for carboauaculation, nitrogen acquisition
functioning traits and developmental variables rded in RIL4 population in two glasshouse and tietdfexperiments

Trait Pouches 2007 Pots 2006 Field 2006 Field 2004

Ballet Cameor h2 Pr>F Ballet Cameor h2 Pr>F Ballet Cameor h? 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 2135 0.83 <0.0001 2525 205.8
Percentage of N derived from fixation NDFA 69.9 71.1 053 <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  3.17 414 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 - - - - - - - - 3.76 446 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 - - - - - - - - 1291 103.0 0.71 <0.0001 147.0 1355
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 (cm?) LeafAd3 4.5 4.4 0.60 <0.0001 - - - - - - - - - -
Leaf Area at d4 (cm?) LeafAd4 10.0 14.2 0.56 <0.0001 - - - - - - - - - -
Leaf Area at d5 (cm?) LeafAd5 17.2 244 0.66 <0.0001 - - - - - - - - - -
Leaf Area at d6 (cm?2) LeafAd6  33.4 40.2 0.75 <0.0001 - - - - - - - - - -
Leaf Area (cm?) 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 2191 1.801 0.91 <0.0001 - - - - - - - - - -
Leaf Chlorophyll content (SPAD) SPAD 33.18 38.86 0.73 <0.0001 - - - - - - - - - -
Specific Leaf Nitrogen (g ShootQN/m?2 |eaf) SLN 2.29 1.97 0.90 <0.0001 - - - - - - - - - -
Shoot Length or maturity (cm) ShootL 223 20.8 0.89 <0.0001 749 475 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 1.5.Mean, Minimum and Maximum values of carbon accwatioh, nitrogen acquisition functioning traits aghelelopmental variables
recorded in RIL4 population in two glasshouse aval 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 147458 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 1325 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 16915
Straw N accumulation (mg) StrawQN - - - - - - 1235 43.6 364.5 169.5 57.7 410.8
Seed N accumulation (mg) SeedQN - - - - - - 800.6 287.7 12434 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 (cm?) LeafAd3 4.4 0.8 11.4 - - - - - - - - -
Leaf Area at d4 (cm?) LeafAd4 131 4.3 27.6 - - - - - - - - -
Leaf Area at d5 (cm?) LeafAd5 23.8 10.3 42.3 - - - - - - - - -
Leaf Area at d6 (cm?2) LeafAd6 40.7 20.1 67.9 - - - - - - - - -
Leaf Area (cm?) 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/m?2 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 acquisitgiructure and functioning traits
detected in RIL4 population from both glasshousefegid experiments

. Linkage Position Marker flanking the Additive
Trait group  (cM) OTL; marker at the LOD® R2(%)" effecte
Root traits NLatRoot-06 LGI 134.5 Phos4kin 3.4 9.5 2.71
LatApR-07 LGl 144.4 CdK3, AA374 55 18.3 -0.02
NLatRootd3-07 LGilIl 144.4 CdK3, AA374 45 156 -2.78
NLatRootd4-07  LGilll 142.4 CdK3, AA374 54 18.2 -4.83
NLatRootd5-07  LGilll 142.4 CdK3, AA374 58 19.1 -4.96
NLatRootd6-07  LGlII 144.4 CdK3, AA374 53 179 -4.51
NLatRootd7-07  LGlII 147.6 AA374 29 105 -3.04
NLatRootd3-07 LGIV 43 AA386, AD186_2 28 103 -2.28
TRootLd6-07 LGI 136.5 Phos4kin, Af 7.3 234 18.22
TRootLd7-07 LGI 138.2 Af 29 106 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 LGl 34.8 Dioxase, AB72 15 4.6 -28.45
TRootLd6-07 LGl 60.2 AB33 3.7 134 -12.42
TRootER-07 LGl 142.4 CdK3, AA374 5 17.4 -0.09
TRootLd4-07 LGl 156.8 ABG68 47 165 -11.97
TRootLd7-07 LGl 156.8 ABG68 35 128 -14.12
TRootER-07 LGIV 39 AA386 59 199 -0.1
TRootLd3-07 LGIV 45 AA386, AD186_2 3 11 -6.25
TRootLd4-07 LGIV 41 AA386, AD186_2 52 179 -14.14
TRootER-07 LGV 39 AA255 3, AD158 54 18.6 0.09
TRootLd4-07 LGV 39 AA255 3, AD158 53 18.1 14.09
TRootLd7-07 LGV 41 AA255 3, AD158 3.2 117 14.44
TRootLd0-07 LGV 1145 AB146, AD155 41 143 0.19
TRoOOtER-07 LGVII 71.1  Acetisom 3.3 12.2 -0.07
TRootLd2-07 LGVII 77.3 SuTMem, AD159 4 36 128 -2.71
TRootLd3-07 LGVII 77.3 SuTMem, AD159 4 41 146 -6.86
TRootLd4-07 LGVII 71.1  Acetisom 3.7 13.3 -10.75
TRootLd6-07 LGVII 779 AD159 4 45 158 -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 LGl 172.8 ERDP 2.4 7 -11.37
Nodule traits NodApR-07 LGI 138.2 Af 29 105 0.02
NNodd5-07 LGI 138.2 Af 3.3 117 1.45
NNodd6-07 LGI 138.2 Af 3.8 133 2.99
NNod-06 LGI 136.5 Phos4kin-Af 171 35.2 21.42
NNod-06 LGl 447  AB104 2, Uni 6.2 16.5 17.88
NNodd4-07 LGl 729 AAP1 28 101 -0.4
NNod-06 LGl 176.6  AB53, bfruct 3.7 105 -10.25
NNod-07 LGV 37 AA255 3 3.6 129 411
NNod-06 LGVII 57.4  Htrans, Acetisom 5.7 15.4 15.03
NodPAR-07 LGI 138.2 Af 46 157 0.019
NodPAd6-07 LGI 138.2 Af 54 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 LGl 25.3 AAl18 15 4.6 -0.334
NodPAd4-07 LGl 729 AAP1 35 127 -0.005
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NodPA-06
NodPA-06
NodB-06
NodB-07
NodB-06
NodB-06
NB:BGB-06
NB:BGB-06
NB:BGB-07
Belowground dry matter BGB:TB-06
BGB:TB-06
BGB:TB-07
BGB:TB-06
BGB:TB-06
Nitrogen accumulation efficiency SNU-07
SNU-06
RootE-06
RootE-07
RootE-06
NodE-06
NodE-06
Relative part of nitrogen fixation NDFA-06
NDFA-04f
NDFA-06f

LGl
LGVII
LGI
LGI
LGl
LGVII
LGI
LGVII
LGVII
LGI
LGI
LGI
LGII
LGVII
LGI
LGVII
LGI
LGI
LGII
LGI
LGl
LGI
LGl
LGl

171.3
355
136.5
138.2
178.6
37.5
133.2
65.4
35.5
38.7
138.2
138.2

83.9
138.2
75.3
136.5
138.2

136.5
178.6
136.5
36.1
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AD270, ERDP
AD146

Af

Af

AB53, bfruct
AD146, B14
D21, Phos4kin
Htrans, Acetisom
AD146

ACCox, PSU81288
Af

Af

ThiolP
AD159 4, Sym29
Af

SuTMem
Phos4kin, Af

Af

ThiolP

Af

AB53, bfruct
Phos4kin, Af
AB109

bfruct, AB141

4
3.7
20.9
6.8
2.8
51
3.8
3
3
4.6
3.3
12.2
3.8
4.9
2.4
35
8.5
4.5
4.3
3.8
2.9
7.8
3.3
3.9

11.2
10.4
39.7
21.7
8.1
13.9
10.5
8.6
11
12.8
9.5
33.2
10.9
135
8.8
9.8
21
155
11.9
10.7
8.2
195
12
10.7

-0.557
0.49
5.88

1.4
-2.24
3.02
0.53
0.55
-0.5
-0.0036
0.0023
0.0076
-0.0023
-0.0028

-0.003

0.0072

-0.006

-0.0015

0.0044

-0.119

0.1075
1.83
-1.9
-0.55

aLOD is the Log_likehood at the position

b R? s the percentage of the phenotypic variationa&red by the QTL

¢ Additive allelic value of ‘Cameor’

189



Annexes du Chapitre |

Supplemental Table 1.7.Characteristics of the QTL for carbon accumulatiod seed traits

Marker flanking the

QTL;
Linkage Position marker at the QTL Additive
Trait group (cM) peak LOD2 R2(%)>  effectt
Carbon accumulation traits LeafA-07 LGl 138.2  Af 941 794 13.19
LeafAd3-07 LGl 136.5 Phos4kin, Af 48 165 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 414 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 1935 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 LGl 57 AA372_1, AAl 2.7 8.1 -70.6
ShootB-06 LGl 160.8 AB68, AA355 29 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 LGl 58.9 AAl 6 13.9 -635.4
StrawB-06f LGII 68.2 AB33, AB149 8.6 21.4 -815.59
StrawB-04f LGl 95 AAP1, AB44_2 35 8.6 -521.67
StrawB-06f LGIV 219.9 OEE3 3.5 9.9 -387.54
StrawB-04f LGV 46.3 AD158, AB83 31 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 LGl 72.2 AB33, AB149 8 20 -1357.43
SeedB-04f LGl 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 214  Agps2, ACCox 7 18.3 -5.59
TSW-04f LGl 156.8 ABG68 4.6 11 -4
TSW-06f LGl 158.8 AB68, AA355 4.1 11.7 -3.58
TSW-04f LGIV 32.6 AA219, AA386 5.6 131 -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 COLal, 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 12.9 291
SeedN-06f LGl 66.2 AB33, AB149 5.6 15 -4.07
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SeedN-04f
SeedN-06f
SeedN-04f
Developmental and morphological traits BegFlo-06f
BegFlo-07
BegFlo-04f
BegFlo-06f
BegFlo-07
BegFlo-07
BegFlo-04f
BegFlo-06f
BegFlo-07
NBranch-06
NBranch-06f
NBranch-06f
NBranch-04f
NBranch-04f
NBranch-06
NBranch-06f
NBranch-04f
NBranch-06f
ShootL-06
ShootL-06
ShootL-06f
ShootL-04f
ShootL-04f
ShootL-07
ShootL-06
ShootL-06f
ShootL-06
ShootL-06f
ShootL-07
ShootL-06
ShootL-04f
ShootL-06f
ShootL-06

LGl
LGV
LGVII
LGII
LGII
LGII
LGII
LGl
LG
LGV
LGVI
LGVII
LGI
LGII
LGl
LGl
LGl
LGIV
LGV
LGVI
LGVI
LGI
LGII
LGII
LGl
LGl
LGl
LGl
LGl
LGV
LGV
LGVII
LGVII
LGVII
LGVII
LGVII

95
133.2
355

57
59.9
59.9

95

169.3
41
132.3
59.4
138.2

82.9
84.9
120.2

129.2
120.8
126.8
46.7
59.9
59.9
59.9
84.9
93
95
95
60.8
69.4
35.5
35.5
355
35.5
72
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AB44_2, AA278
COLal, Rbcs4
AD146

ThiolP, AA473
AA372_1, AAl
ADS83

ADS83

AB44_2, AA278
AD270
AA255_3, AD158
FVE, Akin2
Htrans, Acetisom
Af

ThiolP, AA473
AAP1, AB44_2
AAP1, AB44_2
AB44_3, AB111
L1L

COLal, Rbcs4
PsSAGO, FVE
PsSAGO, FVE
ACCox, PSU81288
ADS83

ADS83

ADS83

AAP1, AB44 2
AB44 2
AB44_2, AA278
AB44_2, AA278
AB83, AA163_2
AA163_2, AC10_2
AD146

AD146

AD146

AD146

AA317

6.8
3.5
4.9
3
61.7
54.2
36.7
4.8
12.3
3.5
3.7
5.5
4.7
6.1
3.1
6.4
5.4
4.2
54
59
13.6
3.8
3.9
6.5
3.4
10.5
19.3
29.6
195
59
57
48
171
3.1
11
57

15.3
10
115
8.6
72.1
59
53.6
16.8
34.1
8.6
10.4
18.8
12.9
16.2
9.1
14.5
12.7
115
14.6
135
30.1
10.8
11.2
171
8.5
21.9
44.4
48.8
38.2
16.1
15.3
66.4
35.6
7.7
25.9
15.6

-4.59

3.45
6.33
-41.16
-15.29
-20.88
11.52
-16.71
4.17
-7.51
-14.12
0.03
-0.07
0.06
0.09
-0.07
-0.03
0.07
-0.07
-0.1
1.89
-1.23
-1.82
-1.72
-3.65
-1.01
-3.76
-3.44
1.59
1.72
1.43
2.65
1.58
2.31
151

2LOD is the Log_likehood at the position

b R? is the percentage of the phenotypic variation @xgd by the QTL

¢ Additive allelic value of ‘Cameor’
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Supplemental Table 1.8.Characteristics of the QTL for nitrogen accumuwlatand content detected in
RIL4 population from both glasshouse and field expents

Marker flanking the

QTL; marker at Additive
Trait Linkage group Position (cM) the QTL peak LOD2 R2(%)° effecte
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 LGl 55 AA372_1, AAl 3 8.6 -3.1
ShootQN-07 LGl 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 LGl 58.9 AAl 5.1 12 -9.37
StrawQN-06f LGl 74.2 AB33, AB149 44 122 -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 86 18.7 40.75
SeedQN-06f LGl 68.2 AB33 55 146 -43.7
SeedQN-04f LGl 99 AB44_2, AA278 44 105 -30.06
SeedQN-04f LGIV 37 AA386 3.7 9.1 -27.54
SeedQN-04f LGVII 37.5 AD146, B14 79 175 41
SLN-07 LGI 138.2 Af 127.4 83.9 -0.02
Nitrogen content traits ShootNC-06 LGI 124.6 AB56 1, D21 4 111 0.07
ShootNC-07 LGI 136.5 Phos4kin, Af 31 116 0.06
ShootNC-06 LGl 82.9 AAP1, AB44 2 3.7 103 0.08
ShootNC-07 LGl 95 AB44_2, AA278 6.9 222 0.09
ShootNC-07 LGVII 34.6 Gs3b 124 339 -0.11
StrawNC-06f LGl 99.3 AA278 59 155 0.04
StrawNC-04f LGl 99.3 AA278 104 21.8 0.05
SeedNC-06f LGl 97 AB44 2, AA278 5.6 15 0.04
SeedNC-04f LGl 99.3 AA278 3.8 9.2 0.03
SeedNC-06f LGV 50.3 AD158, AB83 48 13.1 0.04
SeedNC-06f LGV 141.2 Rbcs4 52 143 -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 LGl 99 AB44 2, AA278 12 33.2 0.93
SPAD-07 LGV 121.1 AD55 32 118 -0.47

2LOD is the Log_likehood at the position

b R? is the percentage of the phenotypic variationa&xred by the QTL

¢ Additive allelic value of ‘Cameor’
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Supplemental Table 1.9.Broad sense heritability (h?), global R2, part ehgtic variance explained by QTL (p) for
nitrogen acquisition structure traits recorded ib4Rpopulation in two glasshouse experiments (Peack007, Pots
2006)

Trait Pouches 2007 Pots 2006

h2 Global R22 p (%) b h2 Global R2 p (%)
NLatRootdl  0.35 - - -
NLatRootd2  0.69 - - -

NLatRootd3  0.67 0.24 35.7 - - -
NLatRootd4  0.68 0.18 26.7 - - -
NLatRootd5  0.59 0.19 324 - - -
NLatRootd6  0.50 0.18 35.8 - - -
NLatRoot 0.12 0.15 0.09 63.3

TRootLdO 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 0.12 255 - - -
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 0.22 311 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

aGlobal R? is the percentage of phenotypic vatagxplained by the all the QTL detected for eaah t
b p is the part of genetic variance explained bytadldetected QTL for the trait; p = global R2 / h?
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Supplemental Table 1.10.Broad sense heritability (h2), global R2, pargehetic variance explained by
QTL (p) for carbon accumulation, nitrogen acquisitiunctioning traits and developmental variables
recorded in RIL4 population in two glasshouse aval field experiments

Trait Pouches 2007 Pots 2006 Field 2006 Field 2004

hz  Global R22 p (%) ° h? Global Rz p (%) h2 Global Rz p (%) hz ¢ Global Rz 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 0.33 341
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 0.16 324 0.81 0.31 38.7 - - - - - -
NodE 0.39 0.57 0.19 337 - - - - - -
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 0.23 354 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

2 Global R? is the percentage of phenotypic varagxplained by the all the QTL detected for eaah t

b p is the part of genetic variance explained bytradldetected QTL for the trait; p = global R2 / h2

¢ h? for the field experiment in 2004 has been dated from the ANOVA performed on three genotypes
experimented in eight replicates
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Annexe 2 : Fichiers additionnels du chapitre Il
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Supplemental Fig. I.1. Q-RT-PCR validation of differentially accumulatecanscripts initially
identified by Affymetrix GeneChip analysis
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Supplemental Fig. II.2. Relationship between shoot N concentration (%Shpatitl shoot dry
weight (SDW). At each date, data are means froeetbiological replicates of six plants each + SE
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Supplemental Fig. 11.5.Root lignin content of the wild-type (WT) and theutant (TR185) under
high (10 mM. [HN]) or low (1 mM. [LN]) nitrate supyp at 14 and 21 days after germination. At each
date. data are means from three biological regicaf six plants each + SE and means followed by
different letters are significantly different basad multiple comparisons (LSD test) at p < 0.05
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Supplemental Table 11.1.Genetic analyses of the high-branched mutant TR185

High -branched root Wild -type root X2 value for
Generation of Q x & cross phenotype @ phenotype 2 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

2 Number of plants
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Supplemental Table I1.2.Primers used for Real Time RT-Q-PCR assays

Target I1d 2

primer sequence (5 ->3')

Mtr.10626.1.S1_at

Mtr.14314.1.S1_at

Mtr.16885.1.S1_at

Mtr.18380.1.S1_at

Mtr.20107.1.S1_at

Mtr.20354.1.S1_at

Mtr.22383.1.S1_x_at

Mtr.23663.1.S1_at

Mtr.25576.1.S1_at

Mtr.26011.1.S1_at

Mtr.37034.1.S1_at

Mtr.4076.1.S1_at

Mtr.40997.1.S1_s_at

Mtr.41610.1.S1_at

Mtr.43680.1.S1_at

Mtr.43830.1.S1_at

Mtr.51607.1.S1_at

Mtr.8452.1.S1_at

EF1B

Ubiquitin

TGCGACGAAGATAAAGGAATGTGG
GAACTGGGGGATTAACACAAAAGG
GGGCAAAAAGCAAAGAAGGAATCAC
TACATATATTTTGGCTCCAGAGGAG
GATCATGAAGCATCTTTCCTGAGAG
GGCAGATTACAAAGCTCAAAATTCG
TATGGAAAGTGGATGTCAGTTGGAC
GTAAAAGAACGTGCGTGTTCTGAAG
AAGCTGGGTCTGTTTATGACTCAC
AGCACTAGAGATAACATTCTTGGAC
CTTGATTCAGTTGATTGATGAGCTG
GGTGTTTCATCATGCTACACCTCC
GAAGAGTCTCCAAGTGGATGTG
ATGAATCAGTACCATTCCAAATCCC
ACACCACCGTGCTCTGTTTCCTC
TTGGATAGTGAGTGGAGGTGAAGC
TACATAACCCTCTCGATCGATTTCC
TGATGGAGAGAAACTTAGTCTCTAC
GAGGAAGGTTTGAAAAAGTTGGTTTC
TGAACAGATTTTCACTTACGCAACC
CTCTCTACTTGATCAATCGTCTTGG
CTAAGTTATGTCAACATAGTCAACG
ATGGAAGCACCTCTTCGTTGAAGC
ACTACCAAATCCATACGACCGTATC
GCGGCTTTCTTGATTGCCTCTAC
CTGGATGTAGAAATAGAAGAAGGTG
GCACTCACACTCCTCTCATTCC
TAGGGTTTGGACAGTCAGAAACTC
CCGAACACATTGCCTTTCAAGTGC
GGGGTAAAAGGATTGGTGCCAG
CAGTTTTCACTTCATTTGCTTTGCC
CCCAATGAATTAGACCAAACTAGAG
GGAAAAGAATGGAAGCACCTCTTCG
ACTACCAAATCCATACGACCGTATC
CTGTGAAGATGCCATATACACTGC
CAACAACACAACAACGACGATGAC
GGTTGAGGATCGTCTTACTGCTG
AATGTCTGCCCACTACCATGATC
CCAGAAGGAATCCACTCTTCA
CTTCCCACAATAATGACGATC

2 Target identifier (Affymetrix) or reference gerfes Q-RT-PCR
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Supplemental Table 11.3. The 75 differentially accumulated transcripts mesgve to N effect and common to those identifigdRuffel et al. (2008) as
responsive to either local nitrate starvation (LN®BIO3) or systemic signals (LNO3vsSNO3)

Affymetrix probe WTLNvSWTHN? MLNvsSMHN?®  LNvsHN*  MXLN?*  LNO3vs-NO3° LNO3vsSNO3® 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 | P700 chlorophyll A apoprotein Al
Mtr.14625.1.S1_at 1.44 - 1.14 - -18.77 - Photosystem | assembly Ycf4

Mtr.14636.1.S1_s_at - - 1.11 - -18.77 - RNA polymerase beta subunit Rpb2-like

Mtr.45608.1.51_s_at 1.74 - 0.99 - -18.00 - Unknown

Mtr.45626.1.51_s_at 1.60 - 121 - -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.45639.1.51_s_at 1.40 - 1.09 - -12.13 - GAP|atpB

Mtr.14644.1.S1_s_at - - 0.96 - -11.24 - Photosystem | 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.45615.1.51_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) FOH16.5 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.45637.1.51_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.29652.1.51_at 1.96 - 1.19 - -4.66 - Unknown

Mtr.14053.1.51_s_at - 151 - - -4.26 - GAP|atpF

Mtr.33189.1.51_s_at - - 1.13 - -3.94 - AML1

Mtr.34841.1.S1_s_at - 1.57 1.14 - -3.76 - CP43 chlorophyll apoprotein of photosystem ||
Mtr.33045.1.51_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.44882.1.51_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.28638.1.51_at - - 0.97 - -2.04 - Unknown

Mtr.13860.1.S1_at - - 0.97 - -2.04 - weakly similar to UP|WIS1_SCHPO (P33886) Protein kinase wisl (sty2)
Mtr.33744.1.S1_s_at 1.34 - - - -1.92 - similar to UP|Q6AVJ1 (Q6AVJ1) Expressed protein
Mtr.13713.1.51_at - - 1.02 - -1.89 - Unknown

Mtr.4087.1.S1_at 1.54 - 0.96 - -1.83 - OMNI|NTLO1LJ12 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|Q7YOH3 (Q7YOH3) 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 Il
Mtr.6373.1.S1_at - - 0.99 - -1.37 - weakly similar to UP|Q40326 (Q40326) Acetyl-CoA carboxylase
Mtr.39559.1.51_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 191 - 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 - 212 - -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

2 Only significant differential expressions are showm a log2 scalé, Fold-change of transcript accumulation, as indiddty Ruffelet al (2008)

203



Annexes du Chapitre 1l

Annexe 3: Fichiers additionnels du chapitre Il

Supplemental Table Il1.1. Pea collection. Passport and structure data.
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R001 KOROZA Ps Cv Gd Sp Netherlands 1955 Cebecco NI Pu Wr Ma D2 K07 Bos & van der Want, 1962
R002 PISUM SATIVUM-AFGHANISTAN JI186 Ps Lr Afghanistan JIC NI Pu Sm Ma D1 K02 Young etal., 1982; Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
R003  PISUM SATIVUM-BOLIVIA J1228 Ps Swd/wd Bolivia JiC NI Pu Sm Sp D2 K04 Jing etal., 2007
RO04  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
RO05 PISUM SATIVUM-INDIA J11267 Ps Lr Gd India JiC NI Pu Sm Ma D1 K02 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
R0O06 PESOL Ps Lr Spain JiC NI Wh  Wr Ab D2 K06
RO07  PISUM SATIVUM-MEXICO JI1844 Ps Lr Win Mexico Jic NI Pu Sm Sp D3 K09 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
R0O08 PISUM SATIVUM-ZAIRE JI2376 Ps Swd/wd DR Congo Jic NI Wh Sm Ab D2 K04 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
RO09 PISUM SATIVUM-ZAMBIA J12383 Ps Lr Zambia Jic NI Wh Sm Ab D2 K04 Martin-Sanz et al., 2011
R010  PISUM ELATIUS JI1075 Pse wd Turkey Jic NI Pu Sm Sp D1 KOl Young etal, 1982; Martin-Sanz et al., 2011
RO11  PISUM ELATIUS JI1703 Pse wd JIC NI Pi Wr Ma D2 K07 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
RO12  PISUM HUMILE JI1794 Psh wd Israel JIC NI Pu sm  Ma D1 Ko1 LaRge & Weeden, 1992.; EII|§ et al., 1998; Weeden et al., 2002; Jing et al., 2007;
Martin-Sanz et al., 2011; Borisov et al., 2007
R013  PISUM ABYSSINICUM J12202 Psa Lr Yemen Jic NI Pi Sm Ab D1 KOl Martin-Sanz et al., 2011
R014  PISUM FULVUM J12473 Pf wd Israel Jic NI Or Sm Ab D1 K01 Martin-Sanz et al., 2011
R0O15 PISUM FULVUM J12523 Pf wd Syria JiC NI Or Sm Ab D1 K01 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
R016 PISUM TRANSCAUCASICUM J12546 Ps wd Georgia JiCc NI Pu Sm Ma D1 NA Ellisetal, 1998; Jing et al., 2007
RO17  PISUM SPECIOSUM-LIBYA JI2605 Ps Swd/wd Libya Jic NI Pi Sm Ab D1 K03 Jing et al., 2007; Martin-Sanz et al., 2011
R018 AURALIA Ps Cv Gd Sp Germany 1974 EAALESAATE NI Wh Sm Ab D2 NA
R019 COTED'OR Ps Lr Fd Win France lNRA’. NI Pu Sm Sp D3 K09 Cousin, 1976
Versailles
R020 MISTRAL Ps Cv Dry Win France 1991 Serasem NI Wh Sm Ab D3 K10 Cousin, 1997; Wicker et al, 2003
R021 WNC 23Z SPP ARVENSE 1809 Ps Lr Fd Win INRA, Mons NI Wh Sm Ab D3 NA
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R022 WNC Zz61Z SPP ARVENSE Z009 Ps Lr Fd Win INRA, Mons NI Wh Sm Ab D3 NA

R023  PI273279 Ps Lr Fd Peru USDA, WA NI Pu Sm Sp D2 KO5

R024  PI180693 Ps Cv Gd Germany <1949 USDA, WA NI Pi Sm Ab D2 K05 Lockwood & Ballard, 1960; Kraft & Bodge, 2001; Wicker et al, 2003
R025 552 Ps  BI Gd Sp United States <1992 \%i;“’”* unv. N wh wr Ab D2 K06 Wicker etal., 2003

R026  DARK SKIN PERFECTION Ps Cv Gd Sp  GreatBritain 1960 Unilever Ld NI Wh  Wr Ab D2 K06 Hagedorn & Gritton, 1973; Cousin, 1997; Kraft & Bodge, 2001
R027  90-2131 Ps BI Gd Sp United States 1990 Kraft, USDA NI Wh Sm Ab D2 NA  Kraft, 1992; Wicker et al, 2003

R028 SHRAT Ps Lr Gd India USDA, WA NI Pu Sm '\SA; D1 K02 Lockwood & Ballard, 1960;

R029  PI212112 Ps Lr Gd Afghanistan USDA, WA NI Pu Sm Ma D1 KO2 Lockwood & Ballard, 1960; Young et al., 1982;

R0O30 ENGLISH Ps BI Fd Great Britain <2001 {’/\‘e'fsélyilles NI Pu Sm Ma D2 K05

RO31 IREGI SARGA Ps Cv Fd Sp Hungary 1963 VIR NI Wh Sm Ab D2 NA  Mandy, 1974

R032  KIRIN 40 Ps B Gd Sp China <2001 e Nl Wh Wr Ab D2 KOG

R033 CuUzCO1 Ps Lr Gd Peru Lenoble NI Wh Sm Ab D2 K04

R034  HAITI COLORE Ps Lr Fd Haiti {’/\‘e'fspsilles NI Pu Sm Sp D2 NA

R0O35 AFGHANISTAN ASIATICUM Ps Lr Fd Afghanistan INRA NI Pu Sm Sp D1 NA

R036  NEPAL A Ps Lr Fd Nepal INRA NI Pu Sm Ma D1 KO02

RO37  ABYSSINICUM VAVILOVANIUM Psa Lr Fd Ethiopia IPK NI Pu Sm Ab D1 K01

R038 CAPSICUM Pse Lr Fd Azerbaidjan VIR NI Pu Sm Ma D2 NA

R039 HATIVER Ps Cv Gd Win Netherlands 1975 Sluis & Groot NI Wh Sm Ab D2 NA Eteve et al., 1979; Buysse et al., 1983; Cousin, 1997
R040 TELEPHONE A RAMES Ps Cv Gd Sp  GreatBritain 1878  Carter NI Wh  Wr Ab D2 K06 Fourmont, 1956

R041 FIN DE LA BIEVRE Ps Cv Gd Sp France <1952 Vilmorin NI Wh Sm Ab D2 NA Fourmont, 1956

R042 MERVEILLE D'ETAMPES Ps Cv Gd Sp France 1880 Bonnemain NI Wh Sm Ab D2 K04 Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883

R043 NFG KRUPP PELUSCHKE Ps Cv Fd Sp Germany 1968 DSV NI Pu Sm Sp D2 K05 Clark & Spencer-Phillips, 1994

R044  PETIT PROVENCAL Ps Cv Gd Sp GreatBritain 1918  Sharpe NI Wh Sm Ab D2 K06 Fourmont, 1956

R045 DESIREE Ps Cv Fd Sp Netherlands <1990 Naktuinbouw NI Pu Sm Ab D2 NA

R046  LIVIOLETTA Ps Cv Fd Sp Germany 1994 DSV NI Pu Sm Sp D2 KO5 Amey et al., 2008

R047  BINGEFORS Ps BI Fd Sweden <2001 {’/\‘;?éi"es NI Pu Sm Ab D2 K04

R048  MULTIRESISTANT Ps BI Gd Sp  UnitedStates <2001 {’/\‘;?éi"es NI Wh Wr Ab D2 KO06

R049 AMINO Ps Cv Dry Sp France 1977 Blondeau NI Wh Sm Ab D2 NA  Cousin, 1997; Baranger et al., 2004

R050  K4626 Ps Lr Fd Sp  Lithuania VIR NI Pu Sm Sp D2 KO5 Baranger et al., 2004
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R051 CAMEOR Ps Cv Gd Sp France 1973 Seminor NI Wh Sm Ab D2 NA  Baranger et al., 2004
R052  BALLET Ps Cv Dry Sp  GreatBritain 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 NI Pi Sm Ma D2 K07 Wellensiek, 1951; Baranger et al., 2004
R054  CHINA Ps Lr Fd Win  China JiC NI Wh Sm Ab D1 NA  Baranger et al., 2004
R055 SOMMETTE Ps Cv Gd Sp Netherlands 1972 Sluis & Groot NI Wh Sm Ab D2 NA  Baranger et al., 2004
R056 MESSIRE Ps Cv Dry Sp  France 1989  Serasem NI Wh Sm Ab D2 NA  Baranger et al., 2004; Martin-Sanz et al., 2011
R057 ZP141 Ps Lr Gd Sp Spain Univ. Valladolid NI Wh Sm Ab D2 NA  Baranger et al., 2004
R058 ZP126 Ps Lr Gd Sp  Spain Univ. Valladolid NI Wh Sm Ab D2 NA  Baranger et al., 2004
RO59  PISUM SATIVUM-ETHIOPIA JI11594 Ps Lr Gd Ethiopia Jic NI Pu Sm Sp D2 NA  Baranger et al., 2004
R060 MONGOLIA JI11345 Ps Lr Mongolia JiC NI Wh Sm Ab D2 KO5 Baranger et al., 2004; Jing et al, 2012
R061 PISUM SATIVUM-ETHIOPIA JI11431 Ps Lr Win Ethiopia Jic NI Pu Sm Ma D3 NA  Baranger et al., 2004
R062 COSTA RICA Ps Lr Gd Sp CostaRica JiC NI 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 NI Wh Sm Ab D2 K05 Baranger et al., 2004
R064 K1666 Ps Lr Sp  Russia VIR NI Wh Sm Ab D2 KO5 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 NI Wh Sm Ab D2  KO5 Baranger et al., 2004
R067  PISUM SATIVUM-HIBERNICUM JI11846 Ps Cv Gd Win Egypt <1961 JIC NI Pu Sm Sp D3 NA  Ellis et al, 1998; Baranger et al., 2004
R068 YANGWAN Ps Lr Gd Sp China CAAS NI Wh Sm Ab D2 NA  Baranger et al., 2004
Brewin et al., 1980; Young et al., 1982; Ellis et al., 1998; Baranger et al., 2004;
R069  PISUM HUMILE JI241 Psh Swd/wd Israel JiC NI Pu Sm Ma D1 K02 Jing et al., 2007;
Martin-Sanz et al., 2011
R0O70  PISUM ELATIUS J11089 Pse Swd/wd Turkey Jic NI Pu Sm Sp D1 NA Elisetal., 1998; Baranger et al., 2004
R071 CE101=FP Ps Bl Dry Win France <2001 {’/\‘e??a{illes NI Wh Sm Ab D3 K10 Baranger et al., 2004
R072 CHAMPAGNE Ps Lr Fd Win  France {’/\‘e??a{illes NI Pu Sm Sp D3 K09 Cousin, 1976; Lejeune-Henaut et al., 1999; Baranger et al., 2004
R073 DP Ps Gm Fd Win  France <2001 {’/\‘e??a{illes NI Pu Sm Sp D3 K09 Baranger et al., 2004
R074  WIRAIG JI190 Ps Lr Sudan JIC NI Pu Sm Ab D1 K03 Baranger et al., 2004
RO75  PISUM ELATIUS JI261 Pse  Swdwd Turkey Jic NI Pu Sm Ma D1 KOl k}l‘;’mlr?_%‘gn'i"; :’J_’a;bﬁ?ggﬁg@”{gﬂftgaf{)o“; Jing et al., 2007;
R076 MELROSE Ps Cv Fd Win  United States 1977 Univ. Idaho NI Pu Sm Sp D3 K09 Auld etal.,, 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
RO78 BACCARA Ps  Cv Dry Sp France 1991 E'ggg‘:g;d' af Wh Sm Ab D2 KO8 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 NI Pu Wr Sp D3 K09 Auld et al., 1983; Baranger et al., 2004

RO8L  HOLLY11 Ps L Fd  Win Hungary {L\'e'fgi"es Nl Pu Sm Sp D3 K09 Barangeretal., 2004

R082 KARNOBAT Ps Cv Dry Win Bulgaria <2001 INRA, Mons NI Pu Sm Sp D3 NA  Baranger et al., 2004

R083 KAZAR Ps Cv Dry Win France 1988 Clause NI Wh Sm Ab D3 K10 Baranger et al., 2004

R084 TORSDAG Ps Cv Gd Sp  Sweden 1925 VIR NI Wh Sm Ab D2 K05 \Virtanen et al., 1937; Wilson & Burton, 1938; Baranger et al., 2004
R085 WINTERBERGER Ps Lr Fd Win Germany {’/\‘e??a{illes NI 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 NI Wh Sm Ab D2 NA Fourmont, 1956; Baranger et al., 2004

R087 CLAMART HATIF Ps Cv Gd Sp France <1883 {L\Ielf?e{illes NI Wh Sm Ab D2 K04  Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883

R088  MICHAUX DE PARIS Ps Cv Gd Sp Netherlands 1660 Michaux NI Wh Sm Ab D2 NA  Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956

R089 CHAMPION D'ANGLETERRE Ps Cv Gd Sp Great Britain 1853 Fairbeard NI Wh  Wr Ab D2 NA  Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956

R090  PLEIN LE PANIER Ps Cv Gd Sp  GreatBritain 1870 Laxton NI Wh Sm Ab D2 NA  Fourmont, 1956

R091 SERPETTE D'AUVERGNE Ps Cv Gd Sp France 1829 {’/\‘e??a{illes NI Wh Sm Ab D2 K04 Vilmorin-Andrieux & Cie, 1883; Fourmont,1956

R092 CAROUBY DE MAUSSANE Ps Cv Gd Sp France 1931 Clause NI Pu Sm Sp D2 K04 Fourmont, 1956

R093 CORNE DE BELIER Ps Cv Gd Sp France 1818 Eri\rffesy NI 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

R0O95 FRISSON Ps  Cv Dry Win France 1979 INRA Nl Wh Sm Ab D3 KI0 E;;i:éragf ;ﬁ?gégf“sm' 1997; Lejeune-Henaut et al., 1999;
R096 L1073 Ps Bl Gd Sweden <1960 Lamprecht NI 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

RO98  271-134 Ps L Afghanistan {L\'e'fgi"es Nl Pu Sm Ma DI Ko02

R099  PISUM SATIVUM-ETHIOPIA JI281 Ps Lr Ethiopia Jic NI Pu Sm Ab D1 KO3 Ellisetal., 1998; Lu et al., 1996; Baranger et al., 2004; Martin-Sanz et al., 2011
R100 PUGET Ps Cv Gd Sp  GreatBritain 1967 Brotherton NI 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 KO8

R104 TIL336/11 Ps Bl Dry Win France <2012 INRA, Mons af Wh Sm Ab D3 K10

(a) Pf:Pisum fulvumPs:Pisum sativumPsa:Pisum sativunsubsp.abyssinicumPse:Pisum sativunsubspelatius Psh:Pisum sativunsubsphumile; (b) Bl: Breeding line,
Cv: Cultivar, Gm: Germplasm, Lr: Landrace, SWd: &¥vild, Wd: Wild ; (c) Fd: Fodder, Gd: Garden, Dripry pea ; (d) Sp: Spring, Win: Winter ; (e) afilaf NI: Normal
leaf; (f) Or: Orange, Pi: Pink, Pu: Purple, Wh: éhi(g) Sm: Smooth, Wr: Wrinkled; (h) Ab: AbsentaMMarbling, Sp: Spots
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(Amey et al, 2008)

(Auld et al, 1978)

(Auld et al, 1983)

(Bos & van der Want, 1962)
(Buysseet al, 1983)

(Clark & Spencer-Phillips, 1994)
(Eteveet al, 1979)
(Hagedorn & Gritton, 1973)
(Hussey & Gunn, 1984)
(Kraft, 1992)

(Kraft & Boge, 2001)
(Lejeune-Henauet al, 1999)
(Lewis & Gritton, 1992)
(Lie, 1984)

(Lockwood & Ballard, 1960)
(Lu et al, 1996)

(Mandy, 1974)
(Martin-Sanzet al, 2011)
(Murray & Swensen, 1991)
(Virtanenet al, 1937)
(Veitenheimer & Gritton, 1984)
(Wellensiek, 1951)
(Wicker et al, 2003)

(Wilson & Burton, 1938)
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Supplemental Table 111.2. Description of thd&khizobium leguminosarusymbiovarviceaestrains

Strain name  Strain code  Culture conditions Species Origin Reference
TOM YM, 28°C Rhizobium 'e\?i‘éir;ienosar“m sbv. Turkey Winarno R and Lie T.A., 1979
3841 YM St500, 286°c  Rhizobium 'e\?i‘éirggnosar“m sbv. United Kingdom
PINP2H SA YM, 28°C RhizoGilim legunifiosafum sov. France Laguerre et al., 2003
PINP2K SD YM, 28°C Rhizobium 'e\?i‘éir;ienosar“m sbv. France Laguerre et al., 2003
Si16 SE YM, 28°C Rhizobium 'e\?i‘éir;ienosar“m sbv. Algeria Riah et al., 2014
SE SE Rif 300, 28°C Rhizobium Ie\?itéirgienosarum sbv. Spontaneous Rif_frgll\J/ltant derived from Laguerre, unpublished
3841-sp2 SK YM St gg?CSpSOO, Rhizobium Ie\g/giléirggnosarum sbv. Sp" mutant derived from 3841 Gift of Philip Poole, JIC, UK

Supplemental Table 111.3. Oligonucleotide primers used to identify specsirains

Name Sequence Targeted sequence Targeted strain
nodjfw forward TTGGAACGTATGCATTCGGTCC IGS nodD-nodF

noddfw forward ATTGGAAACTACGCATTCGCTGT IGS nodD-nodF
nodugfw forward ACAGCCCCAGTAATTAGATCCAT IGS nodD-nodF

NBF12 reverse universal GGATCRAAAGCATCCRCASTATGG

Primers concentration was 400nM. Each cycle caist 30 sec denaturation at 95°C , 30 sec anmgealif9°C and 30 sec extension at 72°C
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Supplemental Table 11l.4. Summary statistics of the ANOVA analyses perforraedhe phenotypic data collected in the E1 expenim

Genoype effect Block effect
Nb of Nb of Adjusted
Phenotypic variable accessions observations Mean Min Max R2 Pr(>F) Pr(>F)
< 2.2e- <2.2e-
Shoot dry weight (mg per plant) 104 624 958.0 148.4 2226.3 0.84 16 kk 16 rkk
Nodule dry weight (mg per <2.2e-
plant) 104 312 57.2 1.0 146.1 0.77 16 *hx 0.00171 *
< 2.2e- < 2.2e-
Nodule number per plant 104 312 155.2 3.0 520.0 0.66 16 rx 16 ok

Significance p-value codes: 0< “*** <0.081** <0.01 <" <0.05< ‘ns’ <1

Supplemental Table I11.5. Summary statistics of the ANCOVA analyses of thlatronship between shoot and nodule dry weightleetdieen 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 R? 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< “*** <0.081** <0.01 <" <0.05< ‘ns’ <1
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Supplemental Table 111.6. Median, Mean, Min and Max values of relative fregaies of the five RIv strains within the DAPC tuster groups

SA SD SE SF SK
Nb of accessions 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
cgl 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
(o))
§ 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
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
u(j 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
5 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
8 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
E 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 0702 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 11.7. Summary statistics of the ANOVA analyses perforraedhe phenotypic data collected in the E2 expenim
Pea effect Rlv effect Pea x RIv effect
Nb of Adjusted
Phenotypic variable Nb of accessions observations Mean Min Max R2 Pr(>F) Pr(>F) Pr(>F)
Shoot dry weight (mg per plant) 18 689 1588.7 198 6302.0 0.89 <22e-16 *** <2.2e-16 *** <2.2e-16 ***
Nodule number per plant 18 179 172.0 0.0 589.0 093 <2.2e16 ** <2.2e-16 *** <2.2e-16 ***

Significance p-value codes: 0< “*** <0.081** <0.01 <" <0.05< ‘ns’ <1
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Supplemental Table 111.8. Summary statistics of the linear regression aealyerformed for
the five strains between nodulation index evaluateB2 and competitiveness evaluated in

E1l
Nb of
Rlv strain accessions Adj R? 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< *** <0.081** <0.01 <*' <0.05< ‘ns’ <1

Supplemental Table 111.9. Summary statistics of the linear regression amalyserformed for
the five strains between shoot dry matter indexuatad in E2 and competitiveness evaluated

in E1
Nb of
Rlv strain accessions Adj R? 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< *** <0.081** <0.01 <*' <0.05< ‘ns’ <1
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Annexe 4 : Liste des jeux de données utilisés auus de la thése
Concernant la premiere approche :

- des données de phénotypage racinaire, nodula@&érien, acquises a 4 stades successifs de
développement, sur 10 accessions de pois, doghéds parentes de populations de lignées
recombinantes, cultivées en pots, soumises a fddse de nitrate (2,5 mM) et inoculées avec
une souche de RIlv (1007)

- des données de phénotypage racinaire, nodula@@rien, acquises sur 3 accessions de pois
parmi les 7 lignées parentes, cultivées en poengtoches, sans apport de nitrate ou avec
faible apport (2,5 mM) et mono-inoculées avec ueg 2 souches de RIv (1007, P221) pour
comparaison

- des données phénotypiques acquises au champsgeppipendant deux années sur la
population de 153 lignées recombinantes RIL4 avekgl1N/ha d’azote marqué (15N):
biomasse des pailles et des graines, poids de gridlims, teneur en N des pailles et des
graines, mesures d&l5N pour chaque lignée et sur de l'orge (= plarger@férence non
fixatrice)

- des données de phénotypage racinaire, nodula@éren, acquises a début floraison sur
cette population, cultivée en serre et en potsmésri a faible dose de nitrate (2,5 mM, 1%
15N) et inoculée avec une souche de RIv (P221)

- des données de phénotypage racinaire, nodulaia@€regen, acquises en cinétique jusqu’a
début floraison sur cette population, cultivée enreset en poches, soumise a faible dose de
nitrate (2,5 mM, 1% 15N) et inoculée avec une sewtshRIv (P221)

- des mesures dd.5N pour chaque lignée cultivée en serre, en poengooches

- des images scannées de systemes racinaires si@lulstade début floraison des plantes
cultivées en pots ou en poches et de dessins d&#31®s racinaires nodulés faits en cinétique
a partir des poches, pour I'ensemble des lignéds pepulation

- des images scannées des différents étages dledalgs plantes cultivées en poches, pour
I'ensemble des lignées de la population

- des données de cartographie génétique obtenuwesette population, comprenant 152
marqueurs essentiellement microsattellites et @avt140 cM (Loridoret al, 2005; Aubert

et al, 2006)
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Concernant la deuxieme approche :

- des données de phénotypage racinaire, nodula@érien, acquises a 5 dates successives sur
deux génotypes dd. truncatulg le mutant TR185 et le sauvage J5, cultivés emdpahie et

en absence d’'inoculation par Bhizobium soumis a deux doses de nitrate (1 mM et 10mM)

- des images scannées de systémes racinairesexquis 5 dates de prélevement pour les 2
génotypes d&l. truncatulaet les 2 doses de nitrate

- des photos vues de dessus des parties aériecmeases aux 5 dates de prélevement pour les
2 génotypes dBl. truncatulaet les 2 doses de nitrate

- des données de teneur en acides aminés dessgatiennes et des racines, acquises a 2 des
5 dates de prélevement pour les 2 génotypdéd.druncatulaet les 2 doses de nitrate

- des données de teneur en lignine des racinesisasga 2 des 5 dates de prélévement pour
les 2 génotypes dd. truncatulaet les 2 doses de nitrate

- des données normalisées d’expression de genesuast sur puces Affymetrix a une des 5

dates de prélevement pour les 2 génotypdd.deuncatulaet les 2 doses de nitrate

Concernant la troisieme approche :

- des données passeport mises a jour sur unetamtiele 104 accessions de pois

- des données de phénotypage racinaire, nodulka@érien, acquises a deux dates (8 jours et
4 semaines), sur cette collection de 104 accesslenpois, cultivée en serre et en pots,
soumise a faible dose de nitrate (0.625 mM) etureavec un mélange de 5 souches de Rlv
- des images scannées de systemes racinaires setaés nodules isolés pour 'ensemble de
cette collection de 104 accessions de pois

- des images scannées des différents étages diedales plantes pour I'ensemble de cette
collection de 104 accessions de pois

- des données de composition de la population deh&s associée, a 4 semaines, sur cette
collection de 104 accessions de pois, cultivéeesre £t en pots, soumise a faible dose de
nitrate et inoculée avec un mélange de 5 souch&dwe

- des données de phénotypage nodulaire et aéreri8saccessions de pois constituant un
sous-échantillon de la collection des 104, culgvér serre et en pots, sans apport de nitrate,
mono-inoculées par chacune des 5 souches ou nonlées (contrdle)

- des données de structuration génétique de laatmih des 104 accessions de pois, utilisant
les données génotypiques obtenues a partir deca@anoPea lllumina Infinium développée
réecemment (Tayelet al, 2015), incluant 13.2 K marqueurs SNP couvramsé&nble du

génome.
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Annexe 5 : Poster décrivant la diversité de la cattion de pois

Genetic diversity of nodulated root structure and itrogen nutrition in a core
collection of pea

V. Bourion, H. de Larambergue, V. Aubert, C. Martih. Martinello, C. Delaitre, G. Aubert, M. Siol,.®uc,
J. Burstin

INRA, UMR1347 Agroécologie, GEAPSI, BP 86510, 21@ifn, France

Corresponding authovirginie.bourion@dijon.inra.fr

Poster. 7th EPSO Conference Porto Heli , 01-04eBapdr 2013.

Introduction: Pea Pisum sativumis the third most important grain legume worldevidnd the increasing
demand for protein-rich raw material for animaldes human nutrition has led to a greater intaregtis crop
as a protein source.

Legumes have the natural ability to use, as mairogen (N) resource, the atmospherig fxom
symbiosis in nodules with Rhizobiaceae spp. Legutimes do not need N fertilizers. However, N nubritican
still be a limiting factor of yield and seed qugliln legumes. Nodules are very sensitive to theaal
environment, in particular to nitrate, and rootteyss of N fixing legumes are poorly developed, which makes
them unable to explore a large soil volume andigeaso unfavourable conditions.

This study assessed the potential of naturally micgugenetic variability of nodulated root struetiand
functioning traits to improve yield pea performance

[P )

Figure 1: Experimental setup in the glasshouse

Material and Methods: One hundred and four pea accessions were selfrotadthe French pea collection
based on their genetic diversity and agronomidstrdihis core-collection includes 44 cultivars,idBred lines,
28 landraces, and 22 wild genotypes. Two amongatoessions are Pisum fulvum and all others arenPisu
sativum. Most of thé® sativumbelong to subspativumbut 2 belong to subsabyssinicumand 4 to subsp
elatius

A glasshouse experiment was performed in a threekhiandomised design, with one pot per genotype
and four plants per pot in each block (Fig,1). Phe pots were filled with a 1:1 (v/v) mixture ofesilized
atapulgite and clay balls, with a cell suspensiba Bhizobium leguminosaruiov. viciae (16 per seed) and
supplied with a 0,625 mNPN labelled nitrate (1%°N).

The thousand seed weight (TSW) of each accessisndetrmined before sowing. Two plants per pot
were harvested for measurements at two differetdsda@-day and 4-week after sowing. The two 8-diay o
plants were spread onto a transparent sheet andestas digital images with an A3 colour scannay.2R).

The root system of each 4-week old plant was clyespread onto a transparent sheet to minimisé roo
overlapping and scanned (Fig.2B). All nodules wtdren peeled and scanned (Fig.2C). Total root length
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(TRootL), mean root diameter (RootD) and nodulgquied area (TNodPA) were further determined bygiena
analysis using WinRhizo® Software. All first ordateral roots and nodules were counted (NLatRobtody.
Roots and nodules were oven-dried separately a 80° 48 and weighed (RootB, NodB) and the average
nodule biomass calculated (ANodB).

In addition, shoot length (ShootL) was measurealliexperiments and leaves of 4-week old plantewer
scanned (Fig.2D) and further analysed to detertaita leaf area (LeafA). Then shoots were ovenetifig dry
matter measurement (ShootB). Shoot nitrogen cori&motNC) was estimated by mass spectrometry fand t
part of nitrogen accumulation derived from symludikation (NDFA) was calculated using the isotajd@tion
technique (Duc et al. 1988).

. w Nt “ "
"s. 4
L

NNod=16; TNodPA=0.4cm?2 | eafPA=88cm?

\Accession N°24Pisum sativum| |Accession N°15Pisum fulvum

NNod=265; TNodPA=5.2cm? | eafPA=314cm?

Figure 2: Successive scanned images for two different acessns.
A Whole 8-day old plants. B Whole 4-week root systen. C All nodules of 4-week day plant.

Results: Significant variations between accessions weremes for most traits describing the nodulated root
structure and which were obtained from measurensemdsroot image analysis (NLatRoot, TapRootL, RgotD
RootB, TRootL, NNod, NodB, ANodB, TNodPA) (Fig.3).

Significant variations between accessions were alsserved for carbon and N acquisition traits,
estimated respectively from leaf surface area, tshommass (LeafA, ShootB) and N content and nitnoge
fixation measurement (ShootNC, NDFA) (Fig.3).

A significant positive relationship was found beemeNNod, NodB, NLatRoot, RootB and NDFA, with
significant correlations ranging from 0.45 to 0(663.4).
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Figure 3: Frequency distribution of the 104 pea accession®f traits describing
the nodulated root structure and the nitrogen nutrition at the 4-week stage
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Figure 4: PCA analysis of the 104 accessions ukfngctive & 1 supplementary variables
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Conclusion-PerspectivesThis analysis highlighted the high variability fitre nodulated root structure and the
nitrogen acquisition among the 104 pea accessinsighly significant correlation was observed betwe
lateral root number, nodule number and nitrogenuasdgpn traits. Further analyses will be performied
identify associations between molecular and noddlabot structure or functioning diversity. An aysa$ of the
structure of the French pea collection has beefoipeed with the software DaPC (Jombart et al., 20i&ed
on 353 SNPs and 32 SSR markers, showing that theriadain the core collection could be assignedto
distinct genetic groups.
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