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Devant l’augmentation démographique et face au besoin de nourrir une population 

toujours plus importante, une démarche de culture dite intensive a été mise en place depuis 

les années 1960. Cette démarche vise à maximiser la production des cultures via une 

mécanisation importante et une utilisation accrue d’intrants chimiques (produits 

phytosanitaires, engrais, …) (Tilman et al., 2002). Cela a effectivement permis une 

augmentation de la production agricole ainsi qu’une élévation importante du rendement des 

cultures. Cependant, ce système de production a également eu de grandes conséquences, à 

la fois sur l’environnement et sur la santé, avec notamment une pollution des sols et des eaux 

souterraines ainsi qu’une diminution importante de la biodiversité (Stoate et al., 2001). 

Depuis quelques décennies, il y a une prise de conscience des effets néfastes que peut 

avoir ce type d’agriculture. Ainsi, les acteurs de la recherche et de l’agriculture se tournent de 

plus en plus vers une agriculture plus « durable », c’est-à-dire des systèmes de production 

visant à assurer une production pérenne, donc économiquement viable, tout en respectant 

l’environnement et cela dans le bien-être social (Landais, 1998). Dans ce contexte, des efforts 

de recherche se sont intensifiés autour de l’agroécologie. Ce concept vise à améliorer la 

production agricole dans le respect de l’environnement et de la biodiversité (Wezel et al., 

2009), en s’appuyant sur les fonctionnalités naturelles favorables des écosystèmes pour les 

maximiser et ainsi favoriser les différents services écosystémiques et permettre une réduction 

des intrants. L’un des leviers envisagés dans un contexte agroécologique, consiste 

notamment à favoriser les interactions biologiques favorables inter-plantes ou entre plantes 

et micro-organismes du sol. 

Dans ce contexte, les légumineuses, telles que le pois, représentent des cultures d’intérêt 

majeur. Cela est d’autant plus vrai que l’azote est l’un des nutriments les plus limitants pour 

cette plante (Doré et al., 1998; Davidson et al., 2007). En effet, les légumineuses ne 

nécessitent aucune fertilisation azotée pour leur culture du fait de leur capacité à fixer le 

diazote atmosphérique grâce à une symbiose avec des bactéries du sol. Elles constituent 

également d’excellents précédents culturaux de par l’azote qu’elles restituent au sol via la 

minéralisation des résidus de culture. Leur introduction dans les rotations culturales permet 

ainsi de réduire l’utilisation de fertilisants azotés, à la fois sur les légumineuses et sur les 

cultures suivantes, mais également de réduire l’utilisation de produits phytosanitaires à 

l’échelle de la rotation, leur introduction participant à casser le cycle de certains ravageurs ou 
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maladies (Munier-Jolain and Carrouee, 2003). Cette économie d’intrants permet de réduire la 

consommation en énergie fossile ainsi que les émissions de gaz à effet de serre associées à 

leur fabrication et à leur épandage. De ce fait, les légumineuses peuvent contribuer à réduire 

les effets liés au changement climatique (Jensen et al., 2012). 

Cependant, ces effets bénéfiques associés aux légumineuses sont valables uniquement si 

elles maintiennent leur rendement ainsi que leur fixation symbiotique de l’azote 

atmosphérique. Or la fixation symbiotique est très sensible aux stress, qu’ils soient biotiques 

ou abiotiques (Salon et al., 2001), et tout particulièrement au stress hydrique (Zahran, 1999). 

Dans le contexte actuel de changement climatique, nous faisons face à des évènements de 

sécheresse plus fréquents et plus intenses (Bernstein et al., 2007; Dai, 2013). Cela explique en 

partie les rendements fluctuants des légumineuses et peut contribuer à la diminution de la 

surface cultivée des légumineuses en Europe (Cernay et al., 2015). Il y a donc aujourd’hui une 

réelle nécessité de concevoir de nouveaux idéotypes de légumineuses plus adaptés, à la fois 

aux conditions fluctuantes dues aux changements climatiques mais également aux nouveaux 

systèmes de cultures actuellement développés. 

 

De nombreux travaux s’intéressent à la tolérance des légumineuses au stress hydrique. Cela 

fut d’ailleurs la thématique de mes travaux de recherche lors de mon stage de Master 2. J’avais 

alors travaillé sur une core-collection de génotypes de la légumineuse modèle Medicago 

truncatula. Les modifications d’architecture racinaire en réponse au stress hydrique, mimé 

par l’ajout de polyéthylène glycol, avaient été analysées pour chacun des génotypes et les 

signalisations précoces au niveau de la membrane plasmique des cellules racinaires 

(endocytose et changement du degré d’ordre de la membrane) avaient été caractérisées pour 

trois génotypes. Ces travaux ont été valorisés au cours de la thèse et font l’objet d’un article 

publié dans BMC Plant Biology, qui s’intitule « Drought stress stimulates endocytosis and 

modifies membrane lipid order of rhizodermal cells of Medicago truncatula in a genotype-

dependent manner » (voir Annexe 1). 

Cependant la stabilité du rendement ne dépend pas uniquement de la capacité des plantes à 

résister au stress mais également de leur capacité à récupérer après le stress. Cette seconde 
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période pourtant importante a longtemps été négligée et nécessite d’être prise en compte et 

plus étudiée.  

Les objectifs de la thèse sont ainsi de : 

 1. Caractériser les mécanismes écophysiologiques mis en jeu lors d’un déficit hydrique, 

et lors de la période de récupération qui suit, notamment d’un point de vue des flux 

trophiques entre le pois et son symbiote rhizobium, afin d’identifier les mécanismes/traits 

favorables à une meilleure récupération.  

 2. Analyser les mécanismes moléculaires (déterminisme génétique et voies de 

régulation) sous-jacents à la récupération. 

 

 La démarche qui a été choisie consiste à étudier et comparer les réponses de deux 

génotypes de pois : Kayanne et Puget, lors d’un déficit hydrique et au cours de la période de 

ré-arrosage qui suit. La sélection de ces génotypes a été réalisée à partir de l’analyse d’une 

partie des données produites au sein du laboratoire en 2015 dans le cadre du projet 

européen LEGATO. Lors de cette expérimentation, 5 génotypes avec une architecture 

racinaire et une tolérance au stress hydrique différentes, ont été étudiés pour leur réponse à 

des stress hydriques répétés. Leur capacité à tolérer le stress hydrique et à récupérer après ce 

dernier a été évaluée au travers d’une caractérisation du développement et de la croissance 

des plantes avec un focus particulier sur l’architecture racinaire et la caractérisation 

nodulaire. Ces deux génotypes ont été sélectionnés du fait de leur niveau de tolérance au 

stress hydrique proche et de leur capacité de récupération contrastée.  

 Une première expérimentation a été mise en place pour laquelle les plantes, 

appartenant aux deux génotypes sélectionnés, ont été cultivées dans la plateforme de 

phénotypage à haut débit de Dijon (PPHD 4PMI) sous deux conditions de cultures : (1) 

condition témoin avec un apport optimal en eau (WW pour well watered), et (2) condition de 

déficit hydrique pendant 14 jours suivie d’un ré arrosage en apport optimal en eau (WD pour 

water deficit). Pour ces deux conditions, les plantes, inoculées avec Rhizobium, n’ont pas reçu 

d’azote minéral et étaient donc en conditions 100 % fixatrices de N2. L’application du déficit 

hydrique et la période de récupération qui s’en suit se sont déroulées durant la période 

végétative. Une cinétique de prélèvement a été réalisée, avec des prélèvements répartis lors 
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du déficit hydrique et lors de la phase de récupération. Un dernier prélèvement a été réalisé à 

maturité physiologique afin d’évaluer l’impact du stress hydrique et l’efficacité de la 

récupération en terme de rendement. Lors des prélèvements, certaines plantes ont été 

dédiées aux analyses écophysiologiques (Chapitre 2) et d’autres aux analyses « omiques » 

(métabolomique, transcriptomique et dosage de phytohormones) (Chapitre 3), les deux types 

d’analyse ne nécessitant pas d’être réalisés à chaque prélèvement. Les analyses 

écophysiologiques ont consisté à une caractérisation structurale et fonctionnelle nous 

permettant de déterminer les processus écophysiologiques impliqués dans la récupération et 

de comparer la régulation de ces processus entre deux génotypes possédant des stratégies 

différentes. Les analyses « omiques » ont été réalisées sur les compartiments racinaires et 

nodulaires et nous ont permis d’analyser les mécanismes moléculaires sous-jacents à la 

récupération.  

 Une seconde expérimentation indépendante a été mise en place pour laquelle les 

plantes ont été cultivées dans les mêmes conditions que pour la première expérimentation. 

Les flux de carbone et d’azote ont été étudiés grâce à un marquage isotopique au 13CO2 et au 

15N2 (Chapitre 2). Pour cela, deux épisodes de marquage ont été mis en place, l’un à la fin de 

la période de déficit hydrique et l’autre au cours de la période de récupération. Cela nous a 

permis de définir les stratégies d’allocation (en carbone et en azote) mises en place au sein de 

la plante et entre la plante et le rhizobium.  

 

C’est dans le cadre du projet européen LEGATO (Legumes for the agriculture of 

tomorrow) que s’inscrit cette thèse. Ce projet, dont l’objectif était d’accroître la place des 

légumineuses à graines dans les systèmes de culture, a regroupé 17 instituts de recherche et 

10 entreprises ou associations professionnelles réparties sur 12 états européens. L’une des 

ambitions de ce projet consistait en une optimisation de l’adaptation des plantes aux stress 

abiotiques et notamment au stress hydrique. Le projet LEGATO a ainsi financé les 

expérimentations, ainsi que les analyses écophysiologiques, fluxomiques et 

transcriptomiques. Les analyses métabolomiques ont quant à elles été financées par l’institut 

technique Terres Inovia, dans le cadre de la convention INRA-Terres Inovia « Stress 

Hydrique ». Cette thèse a également été en partie financée par une société privée, le groupe 
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Roullier. Cette entreprise a fondé en 2015 le Centre Mondial de l’Innovation dont la plus 

grosse unité est consacrée à la recherche sur le végétal. Leurs recherches sont principalement 

axées sur l’étude de la croissance des plantes, leur développement (racinaire et aérien) ainsi 

que l’impact de différents stress biotiques et abiotiques tels que le stress hydrique et les 

carences nutritionnelles sur le rendement des plantes cultivées.  

 Cette thèse s’est réalisée dans le pôle GEAPSI (déterminismes Génétiques et 

Environnementaux de l’Adaptation des Plantes à des Systèmes de culture Innovants) de 

l’UMR Agroécologie de l’INRA de Dijon, au sein de deux équipes : l’équipe EcoLeg 

« écophysiologie des légumineuses », dont l’une des principales thématiques est l’analyse de 

la nutrition azotée des légumineuses en interaction avec les microorganismes du sol, et 

l’équipe FILEAS « remplissage de la graine, remobilisation de l’azote et du soufre, et stress 

abiotique de fin de cycle », dont l’un des axes de recherche consiste à caractériser les acteurs 

moléculaires de la réponse du pois au stress hydrique. Elle a fait l’objet de collaborations avec 

Sophie Valière de la Plateforme Get-PlaGE, Genotoul de Toulouse et avec Gilles Clément et 

Sylvie Citerne de la Plateforme du Plateau Technique Spécifique de Chimie du Végétal de 

l’INRA de Versailles. 

 

Ce manuscrit est organisé en 3 chapitres.  

Le chapitre 1 est une synthèse bibliographique présentant les légumineuses et plus 

particulièrement le pois et notamment son système racinaire nodulé ainsi que des réponses 

développées suite à un épisode au stress hydrique et au ré-arrosage qui s’en suit. 

Le chapitre 2 présente une caractérisation écophysiologique de la réponse de deux génotypes 

de pois à un déficit hydrique, suivi d’une période de ré-arrosage. Ce chapitre est présenté 

sous la forme d’un article actuellement en cours de révision mineure à Frontiers in Plant 

Sciences.  

Le chapitre 3 présente l’étude des bases moléculaires sous-jacentes à la récupération au sein 

du système racinaire nodulé de ces deux génotypes de pois. Il est divisé en plusieurs sous-

parties correspondant chacune aux différents types d’analyse omiques : transcriptomique, 

métabolomique et dosages de phytohormones ainsi qu’une analyse ciblée de la fixation 

symbiotique dans les nodosités et du métabolisme du carbone et de l’azote dans les racines.  

Ce manuscrit se termine par une conclusion générale de la thèse et la présentation de 

perspectives de recherche. 
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I- Les légumineuses et le pois 

1- Les légumineuses  

Les légumineuses sont des plantes dicotylédones appartenant à la famille des Fabacées, la 

3ème plus grande famille des angiospermes avec près de 20 000 espèces (Smýkal et al., 2015). 

On distingue deux types de légumineuses cultivées : les légumineuses dites fourragères, pour 

lesquelles l’ensemble de la partie végétative est récoltée (comme par exemple la luzerne et le 

trèfle) et les légumineuses à graines, où seules celles-ci sont récoltées (e.g. le pois, la féverole, 

la lentille, le pois chiche).  

a- Avantages des légumineuses 

Les légumineuses regroupent différentes caractéristiques faisant d’elles des cultures d’intérêt 

majeur (Stagnari et al., 2017). Les graines et les fourrages constituent une source de 

protéines végétales de bonne valeur nutritionnelle utilisées pour l’alimentation animale ou 

humaine (graines). Les légumineuses ont également la capacité de pouvoir s’associer avec des 

bactéries du sol fixatrices d’azote de type rhizobia au sein de structures racinaires appelées 

nodosités (Rhijn and Vanderleyden, 1995). Cette interaction bénéfique, que l’on nomme 

symbiose rhizobienne, constitue une seconde voie d’acquisition de l’azote pour la plante hôte 

légumineuse, complémentaire à l’assimilation des ressources azotées minérales du sol par les 

racines. De ce fait, la culture des légumineuses ne nécessite pas d’apport d’engrais azoté. De 

plus, les reliquats azotés laissés dans le sol après la culture d’une légumineuse sont beaucoup 

plus riches en azote que ceux laissés par la culture d’une céréale. Cela permet une réduction 

moyenne de 20 à 60 kgN/ha des apports d’engrais azotés à la culture suivant la légumineuse 

dans une rotation, faisant de ces plantes de bons précédents de culture (Munier-Jolain and 

Carrouee, 2003). Cette diminution de l’utilisation d’engrais azoté entraîne une diminution du 

dégagement de gaz à effet de serres ainsi qu’une baisse de la consommation en énergie 

fossile associée à la fabrication et l’épandage de ces intrants. Les cultures de légumineuses 

émettent ainsi près de trois fois moins de N2O que les cultures de céréales (Jensen et al., 

2012). De plus, l’introduction de légumineuses dans une rotation culturale participe d’une 

part à augmenter la diversité (microbienne, des insectes, …) mais également à créer une 

rupture dans le cycle de certains ravageurs et peut ainsi permettre une réduction de 

l’utilisation de produits phytosanitaires (Munier-Jolain and Carrouee, 2003). 
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b- La culture des légumineuses en France et en Europe 

La culture de légumineuses, à graines comme fourragères, a connu un large déclin à partir des 

années 1960. Ceci s’explique d’une part par une intensification des élevages, et d’autre part 

par une importation massive de soja et un soutien politique européen en faveur des céréales 

(Cavaillès, 2009). Cela a conduit progressivement à un remplacement des légumineuses par la 

culture de maïs ensilage et de graminées monospécifiques abondamment fertilisées 

permettant ainsi de produire plus. Seules les légumineuses en association prairiales se sont 

maintenues. La culture des légumineuses à graines a ensuite connu un essor de courte durée 

dans les années 1980 avec la mise en place d’aides de l’Europe (PAC : Politique Agricole 

Commune). Cependant, du fait de leur rendement très variable et de l’évolution de leur 

rendement bien plus lente que celle du blé, certainement dû à un moindre investissement de 

la sélection variétale, la culture des légumineuses a très fortement diminué jusqu’à atteindre 

des surfaces inférieures à 400 000 ha (Voisin et al., 2013).  

Dans un contexte de la transition agroécologique, les légumineuses occupent donc une place 

de choix de par leurs avantages nutritionnels (richesse en protéines), économiques et 

environnementaux (pas d’apport de fertilisation azotée et enrichissement du sol en azote). 

Elles ont ainsi un rôle majeur dans le développement de systèmes agricoles plus durables et 

sont progressivement revenues au centre des nouvelles questions de recherche. Alors que les 

légumineuses étaient principalement cultivées en monoculture ou en tête de rotation elles 

sont progressivement réintroduites en association dans l’espace (association pluri-espèces) 

ou le temps (rotation culturale) (Voisin et al., 2013).  

En 2017, la France était le principal pays producteur de légumineuses avec 1348 Kt de 

légumineuses produites par an, juste devant l’Italie et le Royaume-Uni respectivement à 1138 

Kt et 927 Kt. Bien que la surface cultivée des légumineuses en France ait diminué pendant 

une vingtaine d’années (entre 1990 et 2008), elle semble ré-augmenter depuis ces dix 

dernières années passant d’un peu de moins de 200 Kha en 2008 à 400 Kha en 2018. En 2017, 

la légumineuse la plus produite était le pois avec 707 Kt suivie du soja et de la féverole avec 

414 Kt et 212 Kt respectivement (Terres Univia, 2018).  
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675 – 750 Dj 270 Dj 300 – 500 Dj 

Figure 2 : Facteurs limitant du pois et répartition au cours de son cycle de développement 
(d’après Lecomte et al., 2009). 

Figure 1 : Principales étapes du cycle de développement du pois (d’après Boyeldieu, 1999) 
Les degrés jour (Dj) indiqués correspondent à une moyenne obtenue pour le pois de printemps. 
FF : fin de floraison, SLA : stade limite d’avortement, FRG : fin de remplissage des graines,  
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2- Le pois  

Le Pois (Pisum sativum L.) fait partie des légumineuses à graines. Principalement cultivé pour 

la production de ses graines sèches riches en protéines (entre 20 et 25 % du poids sec total), il 

est également nommé pois protéagineux. Les graines de pois sont utilisées dans 

l’alimentation animale en complément des céréales, notamment pour les filières avicole, 

porcine et bovine, mais également dans l’alimentation humaine. En effet, les céréales sont 

pauvres en lysine contrairement aux graines de pois et leur association permet de les 

compléter mutuellement pour leurs acides aminés déficitaires. Pour ce second débouché, 

deux filières se distinguent : l’utilisation directe des graines entières décortiquées (« pois 

cassé »), et l’utilisation en tant qu’ingrédients fonctionnels, obtenus par concentration et 

purification des protéines extraites des graines, et utilisés dans l’industrie agroalimentaire 

(Denhartig, 2015). 

Cycle de développement. Le pois est une plante annuelle sans dormance, qui peut être semée 

sans besoin de vernalisation. Son cycle de développement peut être divisé en plusieurs 

phases distinctes : la levée, le développement végétatif, la floraison, le remplissage des 

graines (correspondant à l’accumulation des protéines de réserve) et la maturité 

physiologique (Munier-Jolain et al., 2005, Figure 1). D’un point de vue cultural, on distingue 

deux types de pois protéagineux, le pois de printemps qui se sème entre février et mars et se 

récolte en juillet, et dont le cycle de développement est de 90 à 140 jours, et le pois d’hiver 

qui se sème début novembre et se récolte fin juin. Le pois d’hiver a l’avantage d’avoir un cycle 

de culture plus long (en moyenne 240 jours) permettant d’améliorer le rendement mais 

également d’éviter les stress de fin de cycle tels que le stress thermique ou hydrique. On 

distingue deux types de pois d’hiver, les variétés dites « hr » (high response) non réactives à la 

photopériode et les variétés dites « Hr » répondant de manière qualitative à la photopériode. 

Cette réponse à la photopériode permet d’éviter une floraison trop précoce et de réduire les 

risques de gel à floraison. En effet, il existe différents facteurs pouvant être limitants pour 

l’élaboration du rendement tout au long du cycle de culture (Lecomte et al., 2009, Figure 2). 

Morphologie du pois. D’un point de vue botanique, le pois est une plante grimpante herbacée 

annuelle. Les variétés cultivées en France sont de type indéterminé. L’appareil aérien est 

composé d’une ou plusieurs tiges présentant toutes la même organisation : un empilement 
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Figure 3 : Anatomie d’une plante de pois (d’après Boyeldieu, 1999). 

Figure 4 : Différents types morphologiques de feuilles de pois (d’après Cousin, 1997). 
 (a) feuilles de type sauvage, (b) feuilles de type afila, (c) feuilles afila et « st » (le gène st induit 
une réduction de la taille des stipules), (d) feuilles « tl » (le gène tl transforme les stipules en 
folioles), (e) feuilles afila et « tl », (f) feuilles avec la mutation « rogue » (le gène rogue réduit la 
largeur des stipules et des folioles). 

a b c 

d e f 
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d’unités structurales, les phytomères, se terminant par un méristème caulinaire. Chaque 

phytomère est composé d’un entre nœud, d’une feuille et d’un méristème axillaire (Munier-

Jolain et al., 2005, Figure 3). La feuille de pois est une feuille de type composé, constituée de 

deux stipules à la base du pétiole puis de folioles et se termine par des vrilles. Chez certaines 

variétés nommées afila, les folioles sont complétement transformés en vrilles (Figure 4b). Ce 

caractère, sélectionné afin d’améliorer la culture du pois, et issu de la sélection d’une 

mutation du gène ‘af’, permet aux plantes de s’accrocher entre elles, ce qui les rend plus 

tolérantes à la verse. Les pois actuellement cultivés en France sont majoritairement de type 

afila. Il existe cependant différents phénotypes intermédiaires (Cousin, 1997, Figure 4). 

La morphologie du système racinaire nodulé du pois est détaillé plus loin dans la section II-3).  

Développement de ressources en génomique du pois. D’un point de vue génétique, le pois est 

une espèce diploïde. Son génome, de 4.5 Gb (Giga bases), est composé de 7 paires de 

chromosomes (Kreplak et al., 2019). Les études conduites sur le pois ont pendant de longues 

années et encore aujourd’hui fait appel aux ressources génétiques disponibles chez la 

légumineuse modèle Medicago truncatula, notamment grâce à la synténie entre ces deux 

espèces, c’est-à-dire la conservation de l’ordre dans lequel les gènes sont situés sur les 

chromosomes (Aubert et al., 2006). Cependant, durant ces dix dernières années, de 

nombreux outils et ressources génétiques et génomiques ont été développés chez le pois. En 

particulier, l’année 2019 marque un tournant avec la publication de la première séquence du 

génome du pois (cv Caméor, Kreplak et al., 2019). Au total, 3.9 Gb (Giga bases) sur les 4.5 Gb 

totales ont été assemblées, représentant 44756 gènes. La communauté pois dispose 

également depuis 2015 d’un transcriptome correspondant au séquençage de 20 banques 

d’ADNc produites dans des conditions de culture variées et à partir d’organes différents 

(notamment racines et nodosités) (Alves‐Carvalho et al., 2015). Une population de mutants 

TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes) chez le génotype de référence Caméor 

a également été développé dans l’UMR, facilitant ainsi la caractérisation fonctionnelle des 

gènes, le pois étant une espèce difficile à transformer génétiquement (Dalmais et al., 2008). 

Enfin, l’UMR Agroécologie héberge une collection de plus de 380 accessions de pois 

représentant une large diversité génétique et dont une partie a été génotypée (Projet PIA 

PEAMUST, projet ANR GRASP) ouvrant la voie à des analyses de génétique d’association chez 

le pois.  
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Figure 5 : Développement des racines latérales chez Arabidopsis (d’après Péret et al., 
2009).  
(a) Tissus composant la racine d’Arabidopsis. Les racines latérales sont initiées à partir des 
cellules du péricycle. (b) Schéma du développement du primordium racinaire en huit 
étapes (I à VIII). (c) Localisation des maxima d’auxine (en bleu) lors de l’initiation du 
primordium racinaire. (d) Images de racines colorées au bleu d’aniline pour chaque stade 
de développement du primordium racinaire (I à VIII). Barres d'échelle : 20 µm. 
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II- Le système racinaire  

La racine, en plus de son rôle d’ancrage de la plante dans le sol, est l’organe responsable du 

prélèvement de l’eau et des nutriments. Elles sont en contact direct avec les micro-

organismes du sol et peuvent interagir avec eux par des échanges de signaux, notamment via 

la rhizodéposition de différents composés tels que des sucres, des acides organiques ou de 

petites molécules. En raison de leur caractère sessile, les plantes ont acquis une importante 

plasticité, tant en termes de réponses physiologiques qu'en termes de développement, leur 

permettant ainsi de s’adapter à leur environnement. 

1- Mise en place et développement des racines 

Chez le pois, comme pour la majorité des espèces dicotylédones, le système racinaire est de 

type pivotant, c’est-à-dire qu’il est composé d’une racine principale ou primaire, le pivot, sur 

lequel peuvent se développer de multiples racines latérales d’ordres croissants (racines 

secondaires, tertiaires,…). La croissance de la racine primaire s’initie dès le stade 

embryonnaire. Elle est rapide au moment de la germination puis ralentit au fur et à mesure 

de l’épuisement des réserves de la graine (Tricot et al., 1997). La mise en place des racines 

latérales s’initie dans un second temps (pour une revue voir Péret et al., 2009).  

Le développement des racines latérales commence par l’initiation de primordia racinaires. 

Ces derniers sont issus de la dédifférenciation de cellules du péricycle se situant à l’opposé 

des pôles de xylème (Dolan et al., 1993, Figure 5). Dans un premier temps, plusieurs cycles de 

divisions anticlinales permettent la création du primordium, composé d’un maximum de 10 

cellules de taille similaire réparties en une unique couche cellulaire : c’est le stade I de 

développement (Malamy and Benfey 1997, Figure 5). S’en suit alors une succession de 

divisions, périclinales et anticlinales, donnant progressivement une forme de dôme au 

primordium et permettant la création des différents tissus composants la future 

racine (épiderme, cortex, endoderme, péricyle et faisceaux vasculaires, Figure 5a et 5b) : ce 

sont les stades de développement II à VII (Figure 5). Au stade VIII de développement, la racine 

latérale émerge de la racine mère par expansion cellulaire (Dubrovsky et al., 2001). Le 

méristème de cette nouvelle racine s’active alors et sa croissance démarre. Le 

développement des racines latérales a largement été décrit chez Arabidopsis thaliana, mais 

une étude conduite sur Medicago truncatula par Herrbach et al., (2014) a permis de 
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comparer les étapes de développement chez ces deux espèces. Bien que le développement 

des racines latérales soit assez similaire, l’implication de divisions non seulement au niveau 

des cellules du péricycle, comme Arabidopsis thaliana, mais aussi au niveau de l’endoderme 

et certaines couches du cortex dans la formation des racines latérales a été soulignée.  

Classiquement, une racine d’angiosperme peut être divisée en 4 zones distinctes le long de 

l’axe proximo-distal. En partant de la pointe racinaire, on trouve tout d’abord la zone 

méristématique correspondant à la zone de division cellulaire active, ainsi que la coiffe puis la 

zone de transition où les cellules arrêtent de se diviser et commencent à s’allonger, ensuite la 

zone d’élongation où les cellules subissent une élongation rapide et enfin la zone de 

différentiation, zone dans laquelle les structures se différencient et où les poils racinaires 

apparaissent (Ubeda-Tomás et al., 2012). Les poils racinaires ont notamment un rôle 

important dans le prélèvement de l’eau et des nutriments mais également dans l’élaboration 

de la symbiose rhizobienne (cf partie II). 

2- Prélèvement de l’eau et des nutriments  

a- Prélèvement de l’eau 

L’eau est prélevée du sol par les racines, au niveau des poils absorbants puis transportée 

jusqu’au xylème où elle circule en suivant un gradient de potentiels hydriques décroissants 

jusqu’à être libérée dans l’atmosphère par la transpiration. Le transport de l’eau peut donc 

être divisé en deux parties : un transport du sol jusqu’au xylème selon l’axe radial de la racine 

puis un transport via le xylème depuis les racines jusqu’à la partie aérienne. 

Lors du transport jusqu’au xylème, l’eau circule via trois voies, la voie apoplastique, c’est à 

dire par diffusion à travers la paroi, la voie symplastique, en utilisant le cytoplasme des 

cellules végétales grâce aux plasmodesmes et la voie trans-cellulaire, faisant intervenir des 

canaux d’eau. Au niveau de l’endoderme, les cellules sont subérifiées obligeant ainsi l’eau à 

pénétrer par la voie symplastique qui agit comme un filtre. Les canaux d’eau majoritairement 

trouvés dans les racines sont les aquaporines. Elles jouent un rôle clé dans le transport trans-

cellulaire de l’eau et peuvent également permettre une régulation fine du prélèvement en 

eau. Elles sont retrouvées à la fois au niveau de la membrane plasmique et au niveau du 

tonoplaste (Javot and Maurel, 2002).  
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La circulation de l’eau dans la plante s’effectue principalemet par un transport passif qui 

repose d’une part sur les forces de succion et d’autre part sur les forces osmotiques. Les 

forces de succion sont dues à la transpiration prenant place au niveau aérien. En effet, l’eau 

en s’évaporant à travers les stomates des feuilles crée une augmentation de la tension dans le 

xylème qui se propage alors à chaque segment de racine selon le principe de cohésion-

tension (Steudle, 2001). Dans le xylème, la transpiration constitue le principal moteur pour la 

circulation de l’eau dans la plante mais elle entraine aussi une augmentation de la pression 

osmotique des cellules racinaires. Ainsi, l’eau circule également grâce aux forces osmotiques 

reposent quant-à elles sur les différences de pression osmotique existant entre les poils 

absorbants et la solution du sol. En effet, par osmose, l’eau va passer du compartiment le 

moins concentré (le sol) vers le compartiment le plus concentré (les cellules racinaire). 

Cette entrée d’eau n’est cependant possible que lorsque la pression osmotique des poils 

absorbants est supérieure à celle de la solution du sol, l’eau passe alors. Dans le cas contraire, 

par exemple la nuit lorsque les stomates sont fermés, un transport actif peut se mettre en 

place via la poussée racinaire. Cette poussée racinaire est due à une accumulation de solutés 

dans les racines permettant de créer une force osmotique et de faire entrer l’eau dans les 

racines par pression hydrostatique. 

Les stomates agissent comme des régulateurs du flux d’eau dans la plante. En se fermant plus 

ou moins, ils permettent de moduler la transpiration afin que les flux d’eau au niveau des 

racines correspondent à la demande évaporative (Tardieu et al., 2017). La quantité d’eau 

transpirée par la plante est donc fonction de la conductance stomatique et de la demande 

évaporative atmosphérique en eau de la plante. Cependant, il y a également une régulation 

par rapport au déficit de pression de vapeur, c’est-à-dire à la différence entre l’humidité de 

l’air et l’humidité de l’air à saturation. Ainsi, lorsque l’humidité de l’air est basse et donc la 

demande évaporative haute, cette régulation permet la fermeture des stomates afin d’éviter 

une perte d’eau trop importante (Fletcher et al., 2007). Enfin la transpiration est également 

modulée par la disponibilité du sol en eau (Couvreur et al., 2014). 

b- Prélèvement des nutriments 

Les racines et plus précisément les poils racinaires sont le lieu de prélèvement des 

nutriments. Ce prélèvement est effectué par transport actif grâce à un gradient  



40 

 

  

Glutamate 

α-kéto-glutarate 

Glutamat
e

Glutamine 

NH
4

+
 

GOGAT GS 

Figure 6 : Assimilation de l’ammonium via le cycle GS/GOGAT. 
GS : Glutamine synthétase; GOGAT : Glutamine Oxoglutarate AminoTransférase. 
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électrochimique généré au niveau de la membrane plasmique des poils absorbants 

principalement par des H+-ATPase (Gilroy and Jones, 2000). Différents transporteurs localisés 

à la membrane plasmique sont ainsi impliqués, que ce soit dans le prélèvement des 

nutriments (transporteurs au niveau des poils racinaires) ou dans leur transport dans les 

racines et vers les autres organes (transporteurs au niveau des cellules du phloème) (Chen et 

al., 2008). Notamment en ce qui concerne les macro-nutriments, PT1 et PT2 (Muchhal et al., 

1996), un transporteur de haute affinité permet le prélèvement du phosphate et certains des 

transporteurs Sultr, des transporteurs de haute affinité sont impliqués dans le prélèvement et 

le transport du sulfate (Yoshimoto et al., 2002, 2003). De la même manière, différents canaux 

de potassium ont été décrits tel que AKT1 chez Arabidopsis thaliana (Hirsch et al., 1998). Les 

légumineuses au même titre que les autres plantes prélèvent de l’azote par leurs racines, 

sous forme de nitrate (NO3) principalement. On distingue deux familles de transporteurs pour 

le nitrate, les transporteurs de haute affinité (HATS) avec notamment NRT2, et les 

transporteurs de basse affinité (LATS) parmi lesquels sont retrouvés NRT1/PTR (Wang et al., 

2012). Une fois absorbé, le nitrate peut être soit stocké de manière transitoire dans la 

vacuole, soit être exporté vers le xylème, soit être réduit en ammonium. Cette réduction 

implique deux enzymes, la nitrate réductase puis la nitrite réductase. Une fois réduit en 

ammonium, ce dernier est assimilé sous forme de glutamine via le complexe GS/GOGAT 

(Figure 6). 

L’efficacité du prélèvement de l’eau par les racines est également dépendante de 

l’architecture du système racinaire (Tron et al., 2015). Cette dernière peut en effet constituer 

un levier d’amélioration, lorsque les conditions hydriques de milieu sont limitantes par 

exemple. Le prélèvement des nutriments est lui aussi dépendant de l’architecture racinaire (Li 

et al., 2016) mais cette dernière est également modulée par la disponibilité des différents 

nutriments dans le sol (Lopez-Bucio et al., 2003). 

3- L’architecture racinaire et sa modulation en réponse à l’environnement 

L’architecture racinaire regroupe toutes les caractéristiques du système racinaire. Cela inclut 

la typologie du système, c’est-à-dire le type de racines (primaire versus latérales) et leur 

morphologie (longueur, diamètre, etc.), mais également la topologie du système, c’est-à-dire 

l’agencement des racines dans l’espace comme par exemple l’ordre topologique des racines 

(primaire, secondaire, tertiaire, …), leur niveau de ramification, ou encore leur angle  
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Figure 7 : Modification de l’architecture racinaire chez Arabidopsis en réponse à différentes 
disponibilités en nutriments du milieu (d’après Lopez-Bucio et al., 2003). 
Les systèmes racinaires ont été cultivés dans des milieux riches en nutriments avec ou sans 
phosphore (P), azote (N) ou soufre (S). Les flèches vers le haut signifient un apport de cet élément et 
donc des conditions non limitantes et les flèches vers le bas signifie une carence pour cet élément.  
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d’insertion.  

a- Déterminisme génétique de l’architecture racinaire 

Des QTLs (quantitative trait loci) associés à différents traits d’architecture racinaire ont été 

identifiés chez différentes espèces et notamment chez le maïs (Li et al., 2015) et chez le pois 

(Bourion et al., 2010). Il existe en effet une grande variabilité d’architecture racinaire chez le 

pois (McPhee, 2005). Ces QTLs peuvent ainsi être utilisés en sélection variétale pour des traits 

d’architectures identifiés comme favorables. Un des gènes clés de la régulation de 

l’architecture racinaire est le gène DRO1. Il a été mis en évidence chez le riz par Uga et al., 

(2013) et est régulé négativement par l’auxine. Il induit une modification de l’angle d’insertion 

des racines latérales permettant ainsi une exploration plus en profondeur. DRO1 a par la suite 

été mis en évidence chez d’autres espèces telles que Arabidopsis ou Prunus (Guseman et al., 

2017). 

b- Modulation de l’architecture par l‘environnement 

L’architecture racinaire est déterminée génétiquement mais aussi en interaction avec 

l’environnement (Malamy, 2005; Hodge et al., 2009). Ainsi le nombre, le positionnement ainsi 

que la direction de la croissance des racines est variable selon l’environnement. L’architecture 

racinaire est fortement influencée par la structure du sol et les stress biotiques et abiotiques 

(par exemple, attaque de ravageurs, stress hydrique, stress salin, fortes / faibles 

températures, …) (Malekpoor Mansoorkhani et al., 2014). Cette grande plasticité, qui passe 

notamment par des modifications de la croissance des racines, de la formation des racines 

latérales ainsi que du développement des poils racinaires. Les racines collectent ainsi les 

signaux environnementaux et adaptent en conséquences leur croissance et leur 

développement (Malamy, 2005). En effet, les racines agissent comme capteurs dans la 

rhizosphère et détectent les quantités d’eau et des différents nutriments dans le sol, et 

peuvent modifier leur architecture afin de s’adapter (López-Bucio et al., 2003; Jongrungklang 

et al., 2014; Malekpoor Mansoorkhani et al., 2014). Des modifications de cette architecture 

ont été décrites chez Arabidopsis thaliana en réponse à la disponibilité de certains nutriments 

dans le milieu (López-Bucio et al., 2003). Par exemple, alors qu’une carence en azote entraine 

une augmentation de la longueur des racines latérales, une carence en phosphore induit  
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Figure 8 : Représentation graphique d'un système de description proposé par McPhee (1992) 

de l'architecture des racines de pois, en huit classifications de formes générales possibles 

croisées. 

Système triangulaire (a, c, e, g) et rectangulaire (b, d, f, h), à distribution proximale (a, b , c, d) 

et distale (e, f, g, h) des racines latérales le long de la racine pivot et avec une longueur 

radiculaire latérale longue (a, b, e, f) et courte (c, d, g, h) 
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quant-à-elle une augmentation du niveau de ramification du système racinaire (López-Bucio 

et al., 2003, Figure 7)  

c- Importance de l’architecture pour définir l’efficience de prélèvement des racines 

L’architecture du système racinaire définit en partie l’efficience d’exploration du sol et de 

captation de l’eau et des nutriments (Comas et al., 2013; Tron et al., 2015; Hochholdinger, 

2016). En effet, c’est elle qui va définir la taille et la forme de la zone d’exploration (en 

surface, en profondeur, …) ainsi que la densité racinaire de cette zone. L’importance de 

l’architecture racinaire a notamment été soulignée dans la tolérance au stress hydrique (Zenis 

et al., 2016). Par exemple, la capacité à augmenter l’élongation racinaire lorsque la quantité 

d’eau dans le sol est faible a été associée à une meilleure tolérance au stress hydrique (Garay 

and Wilhelm, 1983). Il n’y a cependant pas d’architecture racinaire parfaite qui soit adaptée à 

tous les environnements, l’architecture racinaire la plus favorable variant selon les 

caractéristiques du milieu. Ainsi, une architecture racinaire peut être parfaitement adaptée à 

un environnement donné mais être associée à une très mauvaise efficience de prélèvement 

dans un environnement différent (Tron et al., 2015). Par exemple, une architecture 

développée dans les premiers centimètres de sol est adaptée à un sol avec une forte capacité 

de rétention mais peut être très défavorable pour un sol avec une faible capacité de 

rétention. De ce fait, il existe une grande diversité d’architectures racinaires, chacune 

associée à des niveaux d’efficience de prélèvement variables selon les environnements (Tron 

et al., 2015, Figure 8).  

Différents traits d’architecture racinaire ont cependant été proposés pour une meilleure 

acquisition des ressources. Il a depuis longtemps été prouvé qu’un système racinaire 

fortement ramifié et développé en profondeur était associé à une meilleure efficience de 

prélèvement de l’eau et des nutriments (Kramer, 1969; Price and Tomos, 1997). En effet, un 

système racinaire plus dense via un nombre de racines latérales plus important permet 

d’augmenter la surface racinaire et permet une meilleure efficience de prélèvement (Tron et 

al., 2015). Cependant, la mise en place de ces racines représente un coût carboné important. 

Un compromis entre le nombre de racines mises en place et le coût que cela représente pour 

la plante demeure un enjeu afin de permettre une bonne efficacité de prélèvement pour un 

coût en C limité (Tron et al., 2015; Hochholdinger, 2016). De plus, il a été proposé que des  
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Figure 9 : Représentation schématique de l’action de différentes hormones sur les différents tissus 
et régions racinaires chez Arabidopsis (d’après Ubeda-Tomàs et al., 2012).  
Le rouge montre les tissus ciblés directement par les hormones et le rose les tissus ciblés 
indirectement. 
GA : gibérélines, CK : cytokinines, BR : brassinostéroïdes, ABA : acide abscissique. 
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ajustements cellulaires avec moins de cellules mais plus grosses, et ainsi des racines moins 

coûteuses à produire (Lynch, 2015) permettraient d’augmenter la surface racinaire pour un 

moindre coût. La surface racinaire peut également être augmentée via des modifications à 

l’échelle de la racine, afin d’augmenter la surface spécifique, avec notamment un diamètre 

racinaire inférieur et un nombre de poils racinaires supérieur (Comas et al., 2013). Enfin, la 

profondeur du système racinaire peut être augmentée en réduisant les angles d’insertion des 

racines dans le sol et avec une longueur racinaire plus importante (Araki et al., 2002; Lynch, 

2015).  

4- Régulation hormonale du développement racinaire  

Le développement des racines et la croissance racinaire sont principalement gouvernés par 

des flux d’auxine (Figure 9).  

a- Initiation des racines latérales 

Des pics de concentration en auxine sont observés au niveau du site d’initiation des racines 

latérales (Casimiro et al., 2001). Casimiro et al., (2001) ont également montré qu’un 

traitement avec un inhibiteur du transport de l’auxine, le N-1-naphthylphthalamic acid (NPA), 

induisait un arrêt du développement des racines latérales. Ainsi, la régulation de l’initiation 

des racines latérales repose principalement sur une régulation fine des flux d’auxine au sein 

de la racine, médiée par des transporteurs d’auxine. Il existe deux types de transporteurs 

d’auxine : les transporteurs d’influx, qui régulent l’entrée de l’auxine dans la cellule, et les 

transporteurs d’efflux, qui contrôlent sa sortie. Ces deux types de transporteurs sont 

nécessaires à la génération de maxima d’auxines permettant la formation des racines 

latérales. AUX1 (AUXIN RESISTANT1) est impliqué dans l’influx, alors que les transporteurs 

PINs (PINFORMED) sont impliqués dans l’efflux. En effet, AUX1 de par sa régulation positive 

par l’auxine permet l’obtention d’un flux additionnel d’auxine générant ainsi une large 

accumulation d’auxine nécessaire au développement d’une nouvelle racine latérale 

(Laskowski et al., 2008). Les transporteurs PINs permettent un transport polarisé de l’auxine, 

notamment via leur relocalisation, et sont également nécessaires à la création de ce pool 

d’auxine (Grieneisen et al., 2007). Ce réarrangement dynamique des transporteurs d’auxine, 

en particulier la translocation du transporteur PIN1 implique différents acteurs du trafic 

membranaire tels que le VPS29 (vacuolar protein sorting 29) (Jaillais et al., 2007). Les motifs 
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de distribution de l’auxine, notamment via la position des différents transporteurs PINs, 

déterminent également la position des racines latérales créées et donc l’architecture racinaire 

(Laskowski et al., 2008). 

Ainsi, le développement et la croissance des racines sont principalement régulés par les flux 

d’auxine. Cependant, d’autres phytohormones peuvent également participer à la formation 

des racines ainsi qu’à leur croissance. Les cytokinines et l’ABA ont notamment un rôle dans 

l’initiation des racines latérales notamment en agissant en interaction avec les flux d’auxine. 

En effet, plusieurs études ont mis en évidence une inhibition de la formation des racines 

latérales par les cytokinines. Celles-ci interagissent avec le transport d’auxine en perturbant 

l’expression de gènes PINS dans les racines, empêchant la mise en place du gradient d’auxine 

nécessaire à la formation de ces racines (Laplaze et al., 2007). Bien que l’ABA ait un rôle de 

régulateur négatif de la croissance racinaire, en limitant le transport d’auxine chez 

Arabidopsis, (Rowe et al., 2016), il a aussi un rôle positif chez les légumineuses (Bensmihen, 

2015). En effet, l’ABA favorise la formation des primordia racinaires et le développement des 

racines latérales, notamment au stade de pré-émergence (Gonzalez et al., 2014). 

b- Croissance racinaire 

Plusieurs phytohormones ont également été montrées comme régulateurs positifs de la 

croissance racinaire. En effet, cette croissance est notamment modulée par un contrôle de la 

division cellulaire et de l’élongation cellulaire par les gibbérellines (Tanimoto, 2005; Ubeda-

Tomás et al., 2008, 2009) et les brassinostéroïdes (Müssig et al., 2003). L’ABA a quant-à-lui un 

rôle dans le maintien des cellules méristématiques favorisant ainsi la croissance racinaire 

(Zhang et al., 2010). Enfin, l’éthylène est un régulateur positif de la biosynthèse de l‘auxine 

d’une part (Stepanova, 2007) et de l’élongation des poils racinaires d’autre part (Tanimoto et 

al., 1995). 

III- Les nodosités, lieu de la symbiose rhizobienne chez les légumineuses 

L’association bénéfique entre les bactéries du genre Rhizobium et les légumineuses se met en 

place au sein de structures racinaires, les nodosités. Cette symbiose est initiée par la 

légumineuse lorsque celle-ci se trouve en condition de carence azotée (Hirsch, 1992). Cette 

association requiert une reconnaissance spécifique entre le rhizobium (Rhizobium 
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leguminosarum bv viciae) et la légumineuse. Il existe une large diversité de souches de 

rhizobium pouvant s’associer avec le pois. Le succès de la mise en place de cette symbiose 

dépend notamment du niveau de compétitivité de la souche de rhizobium, c’est-à-dire sa 

capacité à dominer les autres bactéries présentes dans le sol (Toro, 1996). Par ailleurs, toutes 

les souches de rhizobium ne possèdent pas la même efficience de fixation de l’azote (Bourion 

et al., 2018). Il n’existe d’ailleurs pas de lien entre compétitivité de la souche de rhizobium et 

son efficience de fixation de N2. 

On distingue deux types de nodosités qui se distinguent par la présence ou non d’un 

méristème persistant. Les nodosités à croissance déterminée sont sphériques et possèdent 

un méristème transitoire dont l’activité cesse peu de temps après la mise en place de la 

nodosité. Les nodosités à croissance indéterminée sont plus allongées et cylindriques en 

raison d’une activité méristématique continue tout au long de la vie de la nodosité (Hirsch 

1992 ; Masson-Boivin et al., 2009 ; Ferguson et al., 2010). Les légumineuses dites 

« tropicales » comme le pois chiche ou le soja produisent des nodosité déterminées, alors que 

chez les légumineuses dites « tempérées » comme le pois, les nodosités sont de type 

indéterminé (Brewin, 1991).  

La formation des nodosités requiert l’initiation de deux processus : l’infection par les bactéries 

et l’organogenèse nodulaire. Ces processus sont distincts mais se mettent en place de 

manière synchronisée afin de permettre le développement des nodosités, leur croissance, 

leur maturation jusqu’à les rendre efficientes donc fixatrices de l’azote, puis leur senescence. 

Ces processus ont une localisation cellulaire différente dans les tissus racinaires. L’infection 

implique l’induction d’une voie locale au niveau du site d’infection sur l’épiderme alors que 

l’organogenèse implique une succession de divisions plus en profondeur au niveau des 

cellules corticales. Une coordination précise de l’infection et de l’organogenèse est nécessaire 

afin d’obtenir des nodosités fonctionnelles.  

1- Mise en place, développement des nodosités 

L’initiation de la symbiose implique des échanges de signaux entre les deux partenaires 

permettant une reconnaissance spécifique entre la plante hôte et les bactéries. La plante 

sécrète, au niveau racinaire, des molécules signal de types flavonoïdes afin d’attirer les 

bactéries par chimiotactisme (Gaworzewska and Carlile, 1982, Figure 10, étapes 1 et 2). Une  
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Figure 10 : Stades de développement des nodosités de légumineuses indéterminés (d’après Ferguson 
et al., 2010).  
Ils sont illustrés avec les nodosités de pois (indéterminées). Les poils racinaires exsudent des flavonoïdes, 
qui attirent les rhizobia compatibles et induisent la synthèse des facteurs nod (NF). Les poils absorbants 
se déforment en crosse de berger et forment une poche dans laquelle les rhizobia sont piégés. Des 
structures de cordon d'infection s'initient dans la poche permettant aux rhizobia d'entrer dans la plante. 
Les divisions cellulaires sont d'abord observées dans le cortex interne pour les nodules indéterminés ou 
dans la couche cellulaire sous-épidermique pour les nodules déterminés. Des couches de cellules 
supplémentaires se divisent ensuite, ce qui conduit à la formation du primordium de la nodosité. Les 
cordons d'infection progressent vers ce primordium et libèrent les rhizobia où ils se différencient en 
bactéroïdes fixateurs d'azote. Au sommet du primordium des nodosités indéterminées, se développe un 
méristème qui donne continuellement naissance à de nouvelles cellules. Au fur et à mesure que ces 
nouvelles cellules se différencient, ce qui entraîne des zones d'invasion et de différenciation des 
rhizobiums au sein de la nodosité. En revanche, les nodosités déterminées ne développent pas de 
méristème persistant et leurs cellules sont donc dans une phase de développement similaire. Les 
différents stades de développement, types de tissus et zones de nodulation sont légendés. 
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fois perçues par les bactéries, ces molécules signal se lient au régulateur transcriptionnel 

bactérien NodD qui va induire l'expression de gènes de nodulation rhizobiens, requis pour la 

synthèse de molécules lipo-chito-oligosaccharidiques nommés Facteurs Nods (FNod) (Dénarié 

et al., 1996), molécules essentielles pour l’induction des réponses de la plante. 

Le processus d’infection de la plante par la bactérie a lieu dans une zone située entre la 

pointe racinaire et la zone d’élongation et est appelée zone de susceptibilité. Il y a tout 

d’abord adhésion des bactéries à la surface du poil absorbant racinaire entraînant ainsi sa 

déformation par un recourbement dit en « crosse de berger » (Figure 10, étape 3). Cela 

permet de piéger les bactéries par la formation d’une chambre d’infection afin d’obtenir une 

micro-colonie. Ces modifications morphologiques sont associées à une réorganisation du 

cytosquelette d’actine et de tubuline (Timmers et al., 1999). Cette chambre d’infection subit 

une expansion radiale puis une croissance polarisée permettant la formation d’un 

compartiment apoplastique de forme tubulaire appelé cordon d’infection (Figure 10, étapes 4 

et 5). Il est ainsi initié par la plante et va permettre la pénétration des bactéries dans la racine 

(Gage, 2004). La croissance du cordon d’infection va se poursuivre à travers les cellules 

entrainant une dégradation localisée de la paroi cellulaire puis ce cordon va progressivement 

se ramifier (Figure 10, étapes 6-7). Le cytosquelette, et principalement les filaments d’actines 

va jouer un rôle important dans cette croissance (Timmers et al., 1999). 

En parallèle de ce processus d’infection, un processus d’organogenèse se met en place dans 

les tissus racinaires internes. Les premières divisions ont lieu dans le péricycle quelques 

heures après le l’infection (Timmers et al., 1999; Xiao et al., 2014) et par la suite des divisions 

anticlines et périclines sont initiées dans le cortex afin de permettre la formation du futur 

méristème et du primordium nodulaire (Xiao et al., 2014). Les cellules du primordium 

nodulaire sont alors pénétrées par les cordons d’infection en provenance de l’épiderme et les 

bactéries sont libérées via un mécanisme proche de l’endocytose (Ivanov et al., 2012). Les 

bactéries sont entourées d’une membrane d’origine végétale appelée membrane 

péribactéroïde, formant ainsi des symbiosomes. Chaque symbiosome contient un grand 

nombre de bactéries dans son cytoplasme pouvant aller jusqu’à plusieurs milliers (Udvardi 

and Day, 1997). Enfin, l’activité méristématique permet la croissance des nodosités et des 

processus de différenciation des cellules végétales et des bactéries permettent l’obtention de 

bactéroïdes capables de convertir le N2 en NH3 et donc l’obtention de nodosités matures,  



52 

 

  

Figure 11 : Schéma des voies métaboliques du carbone et de l'azote avec les enzymes, métabolites et 
transporteurs clés dans les nodosités indéterminées. (d’après Liu et al., 2018).  
Le saccharose dans le cytosol végétal est divisé en glucose et en fructose par la AI ou en UDP-Glc et en 
fructose par la SS, qui est ensuite catabolisé par glycolyse en PEP. Le carbone du PEP et de l'acide 
carbonique est détourné vers l'OAA puis le malate par la PEPC et la MDH, respectivement. L'OAA peut 
ensuite être converti en succinate ou fumarate. Les sources de carbone sont transportées à travers les 
membranes péri-bactérioïdes et bactérioïdes et entrent dans le cycle TCA du bactéroïde pour être 
métabolisées. Le transport des ions inorganiques et des cofacteurs requis pour la SNF à travers la 
membrane symbiotique est indiqué. L'ammoniac produit par la SNF est transporté à la plante et 
assimilé dans Gln et Glu par GS et GOGAT (flèches bleues). Dans les nodules indéterminés, Glu et Gln 
sont ensuite convertis en Asp et Asn par AAT et AS, respectivement (flèches rouges).  
AI, invertase alcaline; UDP-Glc, UDP-glucose; SS, saccharose synthase; PEP, phosphoénolpyruvate; OAA, 
oxaloacétate; PEPC, PEP-carboxylase; MDH, malate déshydrogénase; PHB, polyhydroxybutyrate; AAT, 
aspartate aminotransférase; AS, asparagine synthétase; ASP, aspartate; ASN, asparagine ; SNF, fixation 
symbiotique de l’azote 
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fixatrices (Figure 10, étapes 8 à 10). Une nodosité mature est composée de 4 zones 

différentes, dans le cas de nodosités indéterminées : la zone I correspondant à la zone 

méristématique nodulaire, ne contenant pas de bactérie, la zone II constituant la zone 

d’infection par les bactéries, la zone III fixatrice d’azote qui contient les bactéroïdes et la zone 

IV zone de sénescence de la nodosité (Vasse et al., 1990).  

2- Fonctionnement de la fixation symbiotique 

La différenciation cellulaire au sein des nodosités permet de mettre en place des conditions 

appropriées pour la fixation de l’azote, et les bactéroïdes vont ainsi convertir, le diazote 

atmosphérique (N2) en ammonium grâce à l’enzyme nitrogénase selon la réaction :  

 N2 + 8H+ + 8e- + 16ATP -----------------> 2NH4
+

 + H2 + 16ADP + 16Pi 

L’ammonium ainsi produit est excrété dans le cytoplasme de la plante où il est converti en 

glutamine par la glutamine synthase, cette glutamine étant à son tour convertie en glutamate 

par la glutamate synthase (Udvardi and Day, 1997). Le glutamate et la glutamine sont alors 

transformés en aspartate et asparagine avant d’être transportés par le xylème afin de pouvoir 

être utilisés par la plante pour la synthèse des différents composés azotés nécessaires à son 

métabolisme tels que des acides aminés ou des acides nucléiques. En contrepartie, les 

bactéries reçoivent des photosynthétats de la part de la plante hôte (Kouchi and Yoneyama, 

1984; Martin et al., 2017). Le carbone est alloué aux nodosités via le phloème sous forme de 

saccharose. Il est alors dégradé par l’action de différentes enzymes telles que la sucrose 

synthase, l’invertase alkaline (AI) et les enzymes de la voie de glycolyse afin d’être fourni aux 

bactéries, majoritairement sous forme de malate et de succinate (Lodwig et al., 2003). Tous 

ces échanges entre la plante et les bactéries se déroulent à travers la membrane du 

symbiosome ou membrane péri-bactéroïde, grâce à l’activité de différents transporteurs (Day 

et al., 2001, Figure 11). 

La nitrogénase est extrêmement sensible à l’oxygène qui l’inactive de manière irréversible 

(Layzell and Hunt, 1990; Castillo et al., 1992). Il est donc nécessaire de maintenir la 

concentration en oxygène à un niveau très bas. Cependant, l’oxygène est nécessaire pour que 

les bactéroïdes puissent fonctionner, afin d’assurer leur activité respiratoire mais également 

pour assurer une synthèse d’ATP suffisante et ainsi obtenir l’énergie nécessaire à la fixation. 

Pour pallier cela, la concentration nodulaire de l’oxygène est finement régulée afin de  
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Figure 12 : Événements moléculaires associés aux premiers stades de la nodulation (d’après 
Ferguson et al., 2010). 
1 : production des facteurs de nodulation, 2 : reconnaissance par des récepteurs, 3 : cascade de 
signalisation au niveau de l’épiderme (pic de Ca2+, etc) 4 : cascade de signalisation au niveau du 
cortex 
NFs : facteurs de nodulation, LRR RLK : leucin rich repeted recepteur-like kinase, LysMRLK : 
recepteur-like kinase à domaine LysM, JA : acide jasmonique, SA : acide salicylique, ABA : acide 
abscissique, CK : cytokinines, AUX : auxine, GA : gibbérélines, BR : brassinostéroïdes, ROS : formes 
actives de l’oxygène, HK : histidine kinase. 
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maintenir une concentration en oxygène faible dans la zone centrale de la nodosité, où se 

trouvent les bactéroïdes fixateurs, mais tout en permettant à la respiration de s’effectuer. 

Cette régulation est assurée d’une part grâce au parenchyme nodulaire, qui constitue une 

barrière physique permettant de réduire la diffusion de l’oxygène, et d’autre part grâce à la 

leghémoglobine, une enzyme produite dans les cellules infectées et qui possède une très 

haute affinité pour l’oxygène. La leghémoglobine se lie à l’oxygène afin de tamponner sa 

concentration à l’intérieur de la nodosité et afin de faciliter son transport pour la respiration 

bactérienne (Appleby, 1984; Layzell and Hunt, 1990). 

3- Déterminisme génétique du développement et du fonctionnement des 
nodosités 

Comme mentionné précédemment, la mise en place de la symbiose repose sur une 

communication moléculaire entre la plante hôte et le partenaire bactérien. La plante sécrète 

des flavonoïdes qui vont permettre l’expression de gènes de nodulation nod, nol et noe 

permettant la synthèse des facteurs de nodulation (FNod) (Figure 12-1). La perception de ces 

FNod et les voies qui en découlent (infection, organogenèse, fixation) sont très finement 

régulées par la plante. 

a- Perception des facteurs de nodulation 

Les facteurs de nodulation (Fnod) sont perçus par la légumineuse au niveau de la membrane 

plasmique grâce à des récepteurs LysM-RLKs (Lysin Motif Receptor-Like Kinase) (Figure 12-2). 

Ces récepteurs sont constitués d’un domaine extracellulaire composé de plusieurs motifs 

lysine (LysM) responsable de la perception, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine 

kinase intracellulaire impliqué dans la traduction du signal. Chez le pois, deux gènes codant 

ces LysM-RLK ont été identifiés : PsSYM2A et PsSYM10, leurs orthologues étant MtLYK3 et 

MtLYK4 chez Medicago truncatula et LjNFP1 et LjNFP5 chez le Lotier (Madsen et al., 2003; 

Radutoiu et al., 2003; Limpens et al., 2003; Zhukov et al., 2008). Un autre récepteur de type 

RLK possédant cette fois ci un domaine riche en leucine et un domaine sérine/thréonine 

kinase (LRR-RLK) a également été identifié comme impliqué dans la perception des FNod. Il 

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

Cette perception des FNod mène à des modifications au niveau de l’actine du cytosquelette 

du poil racinaire conduisant à sa déformation (Cárdenas et al., 1998).  
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b- Cascade de signalisation au niveau de l’épiderme 

La perception de ces FNod par la plante induit toute une cascade de signalisation au niveau 

des cellules de l’épiderme (Figure 12-3). Tout d’abord, des canaux calciques sont activés et 

induisent un influx rapide d’ions Ca2+. Ce flux de calcium est suivi par un efflux des ions Cl- et 

K+ (Felle et al., 1999). Le pic de calcium est ensuite perçu par une protéine kinase dépendante 

du calcium et de la calmoduline (CCaMK) codée par le gène PsSYM9/MtDMI3/LjCCaMK (Lévy 

et al., 2004; Tirichine et al., 2006). L’activation de cette kinase entraîne l’activation de 

plusieurs facteurs de transcription parmi lesquels NSP1 et NSP2 (Nodulation Signaling 

Pathway), ERN1 et ERN2 (Ethylene Responsive Factor Required for Nodulation) et NIN 

(Nodule INception) (Oldroyd and Downie, 2004; Middleton et al., 2007; Ferguson et al., 2010; 

Geurts et al., 2016; Cerri et al., 2016). Ces différents facteurs de transcription initient et 

coordonnent la transcription de gènes de nodulation précoces (ENOD) ou nodulines tels que 

ENOD11 qui est impliqué dans le remodelage de la paroi cellulaire requis lors de la croissance 

du cordon d’infection (Andriankaja et al., 2007).  

c- Cascade de signalisation au niveau du cortex 

La perception des FNod par la plante induit également une cascade signalétique au niveau 

des cellules du cortex permettant l’activation d’un récepteur kinase de cytokinines appelé 

CRE1 chez Medicago (Gonzalez-Rizzo et al., 2006, Figure 12-4). L’activation du domaine kinase 

induit l’expression de différents facteurs de transcription, notamment NIN, ERN1 et NSP2 qui 

sont nécessaires à l’initiation des divisions cellulaires permettant le développement du 

primordium nodulaire (Frugier et al., 2008; Plet et al., 2011).  

d- Différenciation des nodosités 

D’autres acteurs interviennent dans le développement des nodosités et dans leur 

différenciation en nodosités fixatrices de l’azote. C’est notamment le cas des NCR (Nodule 

specific Cystein Rich Peptides), des peptides riches en cystéines spécifiques des nodosités. Ces 

petits peptides, apparentés aux défensines, participent à la différentiation de 

l’endosymbionte en bactéroïde fixateur. Les NCR montrent une expression différentielle dans 

différentes zones et à différents stades de développement de la nodosité (Maróti et al., 
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2015). 

e- Fonctionnement des nodosités 

Chez le pois, 5 isomères de leghémoglobines ont été identifiés, parmi lesquels deux formes 

majoritaires (Lb I et Lb IV) et trois formes minoritaires (Uheda and Syōno, 1982). Ces 

différentes protéines semblent avoir différents rôles comme le supposent leurs différences 

d’affinité pour l’O2 ainsi que leurs différences de régulation. Ainsi les leghémoglobines 

montrant une meilleure affinité pour l’O2, semblent jouer un rôle plus important dans la 

fixation de l’azote que celles de type B (Kawashima et al., 2001).  

Par ailleurs, les gènes bactériens occupent également une place centrale dans la régulation de 

la fixation de N2. La nitrogénase, complexe enzymatique responsable de l’étape de fixation est 

composée d’une protéine homodimérique Fe (fer) codée par le gène nifH et d’une protéine 

tétradimérique MoFe (molybdène-fer) codée par les gènes nifD et nifK qui contient le 

cofacteur MoFe (Mylona et al., 1995). En plus des gènes nif, les gènes fix sont également 

importants de par leur implication dans la régulation et le métabolisme de l’oxygène (Black et 

al., 2012). 

4- La régulation de la formation des nodosités 

a- Coût en carbone associé à la symbiose fixatrice de N2 

Les nodosités constituent un puits important pour le carbone. En effet, le carbone est 

nécessaire à la fois pour i) la mise en place des nodosités et leur croissance, ii) leur maintien, 

et notamment la respiration des bactéries, iii) la fixation de l’azote en tant que telle et la 

production des différents composants moléculaires nécessaires à ce processus 

(leghémoglobine, nitrogénase,…) et iv) l’exportation des composés azotés formés 

(Warembourg, 1983).  

Au sein de la plante, la répartition du carbone dépend en grande partie de la capacité de 

chacun des compartiments ou puits à attirer les assimilats (Jeuffroy and Warembourg, 1991). 

La répartition du carbone dans les différents organes varie donc au cours du développement. 

Par exemple, chez le pois le pourcentage de photosynthétats alloué au système racinaire 

nodulé passe de 45 % à 7 % de la photosynthèse nette entre le stade végétatif et le stade de  
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Figure 13 : La voie d'autorégulation de la nodulation (AON) (d’après Ferguson et al., 2010).  

Les Rhizobia régulent de manière systémique la nodulation en déclenchant la production d’un 

signal, appelé Q, à un certain stade de la division cellulaire. De récentes études indiquent que 

ce signal Q est hautement similaire aux peptides CLE (CLAVATA3/ESR). Ce signal est transporté 

jusqu’aux feuilles où il est perçu par un récepteur LRR RLK (leucine-rich repeat receptor-like 

kinase) (codé par GmNARK/LjHAR1/MtSUNN) et induit la production d’un facteur transporté 

dans les racines et qui empêche d'autres événements de nodulation dans la racine. 
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remplissage des graines (Voisin et al., 2003b). Le développement et la croissance des 

nodosités peuvent se faire au détriment du reste de la plante. Voisin et al., (2003a) ont 

montré que la croissance des nodosités se faisait au détriment de celle de la partie aérienne 

et de la partie racinaire au stade végétatif, mais seulement au dépend de la croissance 

racinaire à floraison. Ainsi, bien que les racines et les nodosités soient complémentaires pour 

l’acquisition de l’azote, ces deux compartiments sont néanmoins en compétition vis-à-vis de 

l’utilisation du carbone. De manière générale, le système racinaire d’une légumineuse dont la 

nutrition azotée ne repose que sur la fixation symbiotique de l’azote atmosphérique via les 

nodosités est moins développé, notamment dans les 20-30 premiers centimètres du sol, que 

celui d’une légumineuse obtenant la majeure partie son azote sous forme d’azote minéral via 

les racines (Jensen, 1986; Voisin et al., 2002a). Cela peut s’expliquer par le fait qu’il n’ y a pas 

de différence d’allocation de carbone, en termes de pourcentage de photosynthèse nette 

alloué au système racinaire, entre le système racinaire d’une plante de pois nodulée et celui 

d’une plante de pois non nodulée, entraînant ainsi une disponibilité en photosynthétats plus 

faible pour les racines en présence de nodosités (Voisin et al., 2003c). 

b- Une régulation de la nodulation par le statut azoté de la plante 

En l’absence d’azote dans le sol, les premières nodosités sont initiées lorsque les réserves 

azotées de la graine sont épuisées (Mohd-Radzman et al., 2013). La nodulation se poursuit 

ensuite par vagues lorsque le nombre de nodosités en place n’est plus suffisant pour 

répondre aux besoins azotés de la plante et que la teneur en azote des parties aériennes 

diminue rapidement (Voisin et al., 2010). Durant la phase végétative, la nodulation est 

régulée de manière systémique par rapport à la croissance de la plante. Ainsi, le nombre et la 

biomasse des nodosités sont positivement corrélés à la biomasse aérienne (Dobert and 

Blevins, 1993; Voisin et al., 2010). Cette régulation est également retrouvée au niveau 

fonctionnel, l’activité de fixation des nodosités étant proportionnelle, dans un premier temps 

à la mise en place des nodosités, puis à la croissance de la plante et par conséquent à ses 

besoins azotés (Voisin et al., 2002b). De plus, une étude menée en système « split-root » par 

Jeudy et al., (2010) chez Medicago truncatula montre une régulation locale mais aussi 

systémique de la nodulation par rapport au statut azoté de la plante. On observe ainsi une 

baisse de la croissance des nodosités dans la partie du système racinaire subissant la carence  
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Figure 14 : Effets des phytohormones sur la nodulation des légumineuses (d’après Nagata et 

Suzuki 2013).  

L’auxine et la cytokinine sont nécessaires pour la division des cellules corticales et l'auxine agit 

en aval de la signalisation de la cytokinine. L'éthylène, la gibbérelline et l'acide abscissique 

inhibent les divisions des cellules corticales et l'infection rhizobienne. 
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azotée correspondant à la réponse locale. Dans la partie restante du système racinaire 

(n’ayant pas subie la carence), on observe une augmentation de la croissance des nodosités 

ainsi que de l’acquisition de l’azote (70 %). Cette augmentation de l’acquisition de l’azote est 

due, non pas à une augmentation de l’activité de fixation de l’azote, mais à une augmentation 

de la croissance des nodosités déjà existantes puis à l’initiation de nouvelles nodosités (Ruffel 

et al., 2008). Néanmoins, une baisse temporaire de la teneur en azote ainsi que de la 

croissance de la plante a été constatée due au délai nécessaire au développement et à la 

maturation des nouvelles nodosités (Jeudy et al., 2010). Chez le pois par exemple, lors de 

l’initiation d’une vague de nodosités, il faut en moyenne une semaine avant l’obtention de 

nodosités efficientes fixant l’azote atmosphérique (Tricot et al., 1997; Voisin et al., 2010). 

c- Une régulation fine du nombre et de l’activité des nodosités via l’autorégulation 

systémique de la nodulation (AON) 

Il y a une régulation fine du nombre et de l’activité des nodosités initiées par la plante 

probablement liée au coût carboné associé à la nodulation.  

Il existe une régulation systémique via une signalisation longue distance entre les nodosités et 

la partie aérienne appelée autorégulation de la nodulation (AON : Autoregulation Of 

Nodulation) (Kosslak and Bohlool, 1984; Li et al., 2009, Figure 13). Elle permet à la plante de 

réguler et limiter le nombre de nodosités initiées afin d’éviter la formation d’un nombre trop 

important de nouvelles nodosités au sein du système racinaire. Les mutants défectueux pour 

l’AON présentent un phénotype hypernodulant (Nishida and Suzaki, 2018). D’un point de vue 

moléculaire, cette régulation implique une boucle de rétroaction négative : un signal dérivé 

des racines (signal Q) est transporté jusque dans les feuilles et induit alors la production d’un 

second signal dérivé des feuilles (SDI : Shoot Derivated Inhibitor) qui est à son tour transporté 

dans les racines et inhibe alors la formation de nouvelles nodosités (Suzaki et al., 2015). Le 

signal Q est constitué de deux petits peptides, MtCLE12 et MtCLE13 chez Medicago, et LjCLE 

RS1 et LjCLE RS2 chez le Lotier, qui sont produits dans les racines suite à l’infection 

bactérienne (Okamoto et al., 2009; Mortier et al., 2010; Reid et al., 2011; Nishida et al., 

2016). Ces peptides CLE, dont la production est sous le contrôle du facteur de transcription 

NIN (Mortier et al., 2012; Ferguson et al., 2019), sont ensuite transportés jusqu’à la partie 

aérienne via le xylème puis perçus par un récepteur complexe (Mortier et al., 2010; Reid et 
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al., 2011). Il s’agit d’un récepteur LRR-RLK (Leucin-Rich Repeat–Receptor-Like Kinase) codé 

par MtSUNN (Super Numeric Nodules) chez Medicago, PsSym29 chez le pois et LjHAR1 

(Hypernodulation aberrant root) chez le lotier (Krusell et al., 2002; Oka‐Kira et al., 2005; 

Schnabel et al., 2005). La perception des peptides CLE au niveau de la partie aérienne régule 

la production du signal SDI dont la nature n’a jusque-là pas été clairement identifiée malgré 

différents candidats proposés tels que les cytokinines (Sasaki et al., 2014) ou la protéine F-box 

LjTML (Too Much Love) (Takahara et al., 2013).  

d- Le rôle des hormones dans la régulation de la nodulation 

Les hormones végétales jouent un rôle important dans la régulation à la fois systémique et 

locale de la nodulation. L’initiation de la nodulation entraîne des modifications au niveau de 

leur synthèse, de leur transport ainsi que de leur perception. Ces hormones peuvent avoir un 

rôle positif ou négatif et interviennent à différents stades de l’interaction symbiotique (pour 

revue voir Ferguson and Mathesius, 2014).  

L’auxine et les cytokinines sont deux hormones centrales du développement et ont un rôle de 

régulateur principalement positif dans l’initiation et le développement des nodosités (Figure 

14). Ces deux phytohormones sont toutes deux impliquées dans l’induction des divisions 

cellulaires corticales lors de de la formation des primordia nodulaires. En effet, les FNod 

induisent la production de cytokinines qui, une fois perçues par le récepteur MtCRE1 chez M. 

truncatula induisent l’expression de transporteurs d’auxine PIN, conduisant à une 

accumulation locale d’’auxine et permettant l’initiation du primordium nodulaire (Plet et al., 

2011). Les cytokinines sont notamment nécessaires à l’activation de facteurs de transcription 

clés liés à la nodulation tels que MtNIN, MtERN1, MtNSP2 via le récepteur MtCRE (Plet et al., 

2011; Mortier et al., 2012). Frugier et al., (2008) ont d’ailleurs montré une corrélation positive 

de la concentration en cytokinines avec la nodulation. Les cytokinines ont également été 

proposées comme signal permettant la coordination de l’infection prenant lieu au niveau de 

l’épiderme avec l’organogenèse initiée quant-à-elle dans les cellules du cortex (Oldroyd, 

2007). Enfin, en plus de leur rôle dans le développement du primordium nodulaire, les 

cytokinines peuvent également avoir un rôle de régulateur négatif au niveau de l’épiderme, 

lors de l’infection bactérienne (Boivin et al., 2016), permettant ainsi de réduire la zone de 

susceptibilité via le facteur de transcription MtNIN (Frugier et al., 2008). L’auxine est quant à 
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elle un régulateur positif du processus d’infection et est impliquée dans le contrôle de la 

progression des cordons d’infection (Boivin et al., 2016). 

Les phytohormones liées au stress telles que l’éthylène, l’acide salicylique (SA), l’acide 

jasmonique (JA) ou l’acide abscissique (ABA) jouent le rôle de régulateur négatif de la 

nodulation. L’application exogène d’éthylène affecte plusieurs étapes de l’interaction 

symbiotique. L’éthylène bloque les oscillations calciques induites par les FNod et, inhibe la 

formation et la progression des cordons d’infection (Oldroyd et al., 2001). Au niveau du 

cortex racinaire, il a également été montré comme inhibiteur de l’accumulation des CKs 

induites par les FNod, inhibant de cette façon l’initiation des primordia nodulaires (van Zeijl et 

al., 2015). Le SA a un rôle bien caractérisé dans la réponse aux interactions biotiques, où sa 

production augmente fortement. De plus, lors d’une interaction biotique, il y a normalement 

accumulation de SA mais les FNod suppriment cette accumulation lors de l’infection, ce qui 

est essentiel pour faciliter la formation de primordia nodulaires (Martínez-Abarca et al., 

1998). L’ABA inhibe l’expression des gènes précoces de la nodulation tels que ENOD11 et 

RIP1, le pic calcique induit par les facteurs de nodulation en inhibant l’infection mais elle 

diminue également les divisions corticale médiées par les cytokinines inhibant ainsi le 

développement des nodosités (Ding et al., 2008). Le JA a un rôle bien établi dans les défenses 

des plantes et les réponses aux blessures, mais il semble également intervenir dans la 

régulation de la nodulation. Son rôle n’a cependant pas encore bien été identifié. En effet, le 

JA a été montré comme étant à la fois un régulateur positif et négatif de la nodulation 

(Ferguson and Mathesius, 2014). Chez Medicago truncatula, un traitement exogène avec du 

JA supprime la formation des nodosités en interférant avec la mise en place de la signalisation 

calcique ainsi qu’avec l’expression de certains gènes de la nodulation tels que MtENOD11 et 

MtRIP1 (Rhizobium-induced peroxidase 1) (Sun et al., 2006). Au contraire, chez le lotier, 

l’ajout de JA augmente la formation des cordons d’infection et la nodulation (Suzuki et al., 

2011). 

Les brassinostéroïdes (BR) et les gibbérellines (GA) semblent également intervenir dans la 

régulation de la nodulation bien que leur rôle ne soit pas clairement caractérisé. Le rôle des 

BR semble plutôt positif car les mutants pour la biosynthèse ou la perception des BR chez le 

pois possédent un nombre plus faible de nodosités (Ferguson et al., 2005). En ce qui concerne 

les GA, leur effet peut être positif ou négatif en fonction de la dose. En effet, il a été montré  
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Figure 15 : Stratégies d’adaptation au stress hydrique (d’après Bodner et al., 2015).  
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chez le pois qu’en faible quantité elles augmentent la nodulation, mais l’inhibent en forte 

quantité (Ferguson et al., 2005). Chez Medicago truncatula, la régulation négative de la 

nodulation par les GA, et notamment de l’induction de certains gènes par les facteurs Nod, a 

été montrée comme étant médiée par les protéines DELLA. Les GA sont perçu par un 

recepteur GID1 (Gibberellin-Insensitive Dwarf-1) qui interagit alors avec les protéines DELLA 

et entraine leur dégradation (Davière and Achard, 2013). Or, ces protéines ont été montrées 

comme régulant positivement la nodulation en interagissant avec plusieurs facteurs de 

transcription clés tels que NSP2 et ERN1 (Fonouni-Farde et al., 2016) et en favorisant la 

formation du complexe CCaMK (Jin et al., 2016). 

Une signalétique croisée entre racines et nodosités 

Les mécanismes de formation et développement des racines et des nodosités sont tous deux 

finement régulés par les phytohormones. Cependant, bien que la plupart de celles-ci (auxine, 

cytokinines, ABA et éthylène) aient un rôle dans le développement de chacun de ces organes, 

leur rôle peut être antagoniste (Bensmihen, 2015). En effet, en dehors de l’auxine qui a un 

rôle de régulateur positif à la fois pour les racines et les nodosités, les cytokinines régulent 

positivement la nodulation mais négativement le développement racinaire. L’éthylène et 

l’ABA ont au contraire un rôle négatif dans la nodulation mais plutôt positif dans le 

développement des racines. Le développement des nodosités influence le développement 

des racines et inversement (Desbrosses and Stougaard, 2011). Ainsi, les ratios entre ces 

différentes phytohormones peuvent finalement participer à la régulation et au compromis 

entre l’initiation des racines et de nodosités. 

IV- Les effets du stress hydrique et la récupération post-stress 

Parce que les plantes ne sont pas en mesure de se déplacer, elles ont développé de 

nombreuses réponses adaptatives destinées à supporter les contraintes biotiques et 

abiotiques qu’elles rencontrent, leur permettant ainsi d’assurer leur survie et leur 

reproduction. Les principaux stress biotiques comprennent les maladies, les insectes 

ravageurs et les mauvaises herbes tandis que les principales contraintes abiotiques 

rencontrées par les plantes regroupent les changements importants d’eau dans le sol 

(sécheresse ou excès en eau), les températures extrêmes (stress thermique ou gélif) ou les 

carences en nutriments. Le manque d’eau représente un des problèmes majeurs en  
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Figure 16 : Effets du stress hydrique sur les plantes et réponses possibles (d’après Nadeem et al., 2019). 
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agriculture et est décrit comme le facteur abiotique majeur limitant la production agricole en 

conditions naturelles (Boyer, 1982).  

Le « stress hydrique » peut être défini comme un déséquilibre entre la quantité d’eau 

disponible dans le sol et la demande évapotranspirative de la plante, liée aux conditions 

environnementales (Tardieu et al., 2011). Ce manque d’eau peut être classé en trois 

catégories selon son impact sur la plante. On distingue ainsi i) le déficit hydrique, pour lequel 

le potentiel hydrique des feuilles n’est pas modifié, ii) la contrainte hydrique, où le potentiel 

hydrique commence à baisser, et enfin iii) le stress hydrique à proprement parlé, pour lequel 

les valeurs de potentiel hydrique sont encore plus basse et qui s’accompagne de 

modifications de l’état physiologique de la plante, les ajustement osmotiques n’étant alors 

plus suffisants pour maintenir la turgescence et la teneur relative en eau des feuilles. 

Les mécanismes mis en place en réponse au manque d’eau ont largement été décrits dans la 

littérature, qu’il s’agisse de modifications morphologiques, physiologiques, biochimiques ou 

moléculaires. Cependant, même si des réponses générales à un stress hydrique peuvent être 

observées, elles varient selon l’intensité, la durée et le stade d’application du stress (Chaves 

et al., 2009; Tardieu, 2012) mais également selon les espèces et les génotypes étudiés (Rauf 

and Sadaqat, 2008; Casadebaig et al., 2008). Les réponses mises en place par la plante 

peuvent être divisées en 3 catégories (Figure 15) correspondant à différents types de 

stratégies d’adaptation :  

 - l’échappement, qui est un raccourcissement du cycle afin de le terminer avant 

l’apparition d’un stress. Les plantes modulent leur développement, végétatif et reproductif, 

notamment via un développement phénologique plus rapide et grâce à une certaine plasticité 

développementale.  

 - l’évitement correspondant à la mise en place de mécanismes empêchant la baisse du 

potentiel hydrique de la plante. Cela peut passer par une augmentation du prélèvement de 

l’eau notamment via une augmentation de la croissance racinaire, ou par une diminution des 

pertes en eau notamment via une réduction de la transpiration. 

 - la résistance / tolérance, qui consiste en des adaptations permettant un maintien de 

la croissance, malgré la baisse du potentiel hydrique de la plante. Cela passe notamment par 

des ajustements osmotiques permettant de maintenir la turgescence cellulaire et par la 

production de composés permettant de protéger les membranes et les enzymes tels que des 
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composés osmo-protecteurs ou antioxydants. 

Ces catégories ne sont cependant pas exclusives et peuvent se combiner (Basu et al., 2016).  

1- Mécanismes généraux de résistance / tolérance des plantes à un déficit 
hydrique du sol 

En condition hydrique limitante, la plante ne peut plus prélever une quantité d’eau suffisante, 

ce qui induit une baisse de son potentiel hydrique de feuille. Cette diminution entraîne des 

réponses adaptatives ayant lieu au sein des différents organes de la plante, et s’opérant à 

différents pas de temps (Chaves et al., 2003). Ces réponses permettent soit de minimiser la 

perte en eau de la plante et/ou de maximiser le prélèvement en eau (Figure 16). 

a- La fermeture stomatique  

Les plantes peuvent être classées en deux catégories selon leur comportement en cas de 

stress hydrique. Alors que les plantes isohydriques vont tendre à maintenir un potentiel 

hydrique minimum via une régulation stomatique, les plantes anisohydriques vont maintenir 

l’ouverture stomatique afin de maintenir la photosynthèse en condition hydrique limitante, 

entrainant une baisse du potentiel hydrique avec l’augmentation de la demande évaporative 

(Tardieu and Simonneau, 1998). Ainsi, pour les espèces isohydriques telles que le pois, l’une 

des premières réponses observées chez les plantes face à un déficit hydrique édaphique est la 

fermeture des stomates entraînant ainsi une baisse de la conductance stomatique (Chaves et 

al., 2003; Anjum et al., 2011). Cette fermeture a été montrée comme étant médiée par l’acide 

abscissique qui module les flux d’ions K+ permettant une sortie de K+ hors des cellules de 

garde diminuant de ce fait leur turgescence et réduisant l’ouverture du pore stomatique (Kim 

et al., 2010). Cela permet une réduction des pertes hydriques et un maintien, dans une 

certaine mesure, du potentiel hydrique de la plante (Schulze et al., 1987).  

b- La réduction de l’élongation foliaire 

Cette diminution des pertes en eau est renforcée par une inhibition de l‘expansion foliaire. 

Chez le pois, on observe ainsi une baisse du nombre et/ou de la taille des cellules au niveau 

des feuilles (Lecoeur and Sinclair, 1996). Cette adaptation permet de limiter la surface foliaire 

transpirante et donc la perte en eau (Casadebaig et al., 2008; Erice et al., 2010).  



69 

c- Inhibition de la photosynthèse 

La fermeture des stomates réduit les pertes en eau mais elle entraine également une 

réduction de la diffusion du CO2, entraînant donc une diminution de l’activité 

photosynthétique (Chaves et al., 2003; Xu et al., 2010). La baisse de la photosynthèse est 

d’autant plus importante que le stress hydrique entraîne également une baisse de l’activité de 

différentes enzymes, parmi lesquelles la Rubisco, la pyruvate phosphokinase (PPDK) et la 

phospho-énol pyruvate carboxylase (PEPCase) (Chaves et al., 2009; Farooq et al., 2009). Cette 

baisse de l’assimilation du carbone peut affecter négativement la croissance des plantes. Il 

existe ainsi un compromis au sein de la plante entre le maintien de son état hydrique et le 

maintien de sa croissance.  

d- Réduction de la croissance  

La diminution de croissance lors d’un déficit hydrique modifie la répartition de la biomasse 

entre les organes de la plante. La croissance racinaire est en général favorisée (croissance 

maintenue voire stimulée) au détriment de celle de la partie aérienne entraînant une baisse 

du ratio « Shoot : Root » (Xu et al., 2010; Prudent et al., 2016; Kunert et al., 2016).  

e- Modification de l’efficience d’utilisation en eau 

La fermeture des stomates peut ne pas être complète, la transpiration est alors plus réduite 

que ne l’est l’assimilation nette par la photosynthèse du CO2 atmosphérique. On observe 

alors une augmentation de l’efficience d’utilisation en eau (WUE : Water Use Efficiency, c’est-

à-dire le ratio de biomasse produite par volume d’eau prélevé) (Maury et al., 2011). Cette 

modification de la WUE en réponse à un stress hydrique a été reportée dans de multiples 

études et une WUE élevée est couramment associée à une meilleure tolérance au stress 

hydrique (Chaves et al., 2003, 2009; Siopongco et al., 2006; Xu et al., 2010; Anjum et al., 

2011; Erice et al., 2011). 

f- L’ajustement osmotique 

Le maintien du potentiel hydrique de la plante passe également par des ajustements 

osmotiques permettant à la plante de maintenir une certaine turgescence cellulaire 
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essentielle à la croissance cellulaire (Frechilla et al., 2000; Siopongco et al., 2006; Charlton et 

al., 2008; Aranjuelo et al., 2013). Ainsi, l’accumulation de certains composés permet de 

maintenir un équilibre osmotique au niveau cellulaire. Plusieurs études soulignent 

l’augmentation de différents osmolytes tels que des acides aminés (proline), des sucres 

(saccharose, raffinose, galactose), des polyols et de la glycine bétaïne (Popp and Smirnoff, 

1995; Bogeat-Triboulot et al., 2006; Charlton et al., 2008; Larrainzar et al., 2009; Mafakheri et 

al., 2011; Maury et al., 2011; Aranjuelo et al., 2013; Nasr Esfahani et al., 2014). 

g- Accumulation de molécules de défense / protection  

Certains composés sont également produits / accumulés en réponse à un stress hydrique. 

Tout d’abord différentes protéines impliquées dans la protection des structures cellulaires, 

telles que les protéines LEA (Late Embryogenesis Abundant), dont les déhydrines, des HSP 

(Heat-Shock Proteins) et des protéines chaperonnes (Ingram and Bartels, 1996; Maury et al., 

2011). Ces protéines permettent de protéger les structures cytoplasmiques et 

chloroplastiques de la déshydratation (Maury et al., 2011). Par ailleurs, le stress hydrique 

induit l’apparition d’un stress oxydatif du à la baisse de la photosynthèse causant une 

réduction excessive de la chaine de transfert d’électrons photosynthétique. Cela entraîne la 

production de formes actives de l’oxygène (ROS) pouvant provoquer la dénaturation des 

protéines et enzymes ainsi que des dommages au niveau des lipides membranaires (Smirnoff, 

1998). Ainsi, afin de limiter les conséquences du stress oxydatif, différentes molécules sont 

produites afin de piéger les radicaux libres et de détoxifier les cellules (Bogeat-Triboulot et al., 

2006; Maury et al., 2011; Nasr Esfahani et al., 2014). Un métabolite largement décrit pour son 

rôle d’antioxydant est le glutathion (Galant et al., 2011) qui participe notamment à réprimer 

les formes actives de l’oxygène et à l’élimination des peroxydes via son implication dans le 

cycle ascorbate - glutathion (Noctor and Foyer, 1998). La production de différentes enzymes 

anti-oxydantes a été mise en évidence en réponse au stress hydrique chez le pois (Mittler and 

Zilinskas 1994) et notamment l’augmentation du contenu en catalase qui permet de protéger 

les membranes de la peroxydation des lipides et d’autres dommages oxydatifs (Mafakheri et 

al., 2011) 
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2- La spécificité des légumineuses : des modifications structurales et fonctionnelles 
au sein du système racinaire nodulé lors d’un stress hydrique 

Les racines sont le premier organe détectant le stress hydrique (Hochholdinger, 2016) mais 

dans le cas des légumineuses, il s’agit également du lieu de mise en place de la symbiose avec 

les bactéries fixatrices de N2 au sein des nodosités. Du fait de la compétition pour le carbone 

qui existe entre ces deux organes (voir paragraphe I-3), le système racinaire nodulé 

représente un compartiment clé dans la réponse au stress hydrique. Ainsi, en conditions 

limitantes, un compromis peut être nécessaire avec un investissement du carbone soit pour 

développer des structures, soit pour alimenter leur fonction ou bien de manière restreinte 

pour les deux. En effet, une plante peut être définie comme un ensemble de structures 

assurant différentes fonctions. Si on prend l’exemple de l’acquisition du carbone développé 

dans la partie précédente, nous avons notamment souligné des modifications de la structure 

permettant cette acquisition avec une limitation de l’expansion foliaire et des modifications 

de la fonction avec une baisse de l’activité photosynthétique.  

a- Modifications structurales 

Comme présenté précédemment, le stress hydrique induit une réduction de la croissance 

globale de la plante et on assiste à des modifications de la répartition de la biomasse au sein 

des différents organes de la plante. Mais dans le cas des légumineuses, la répartition de 

biomasse entre racines et nodosités est également modifiée. En particulier, la croissance 

racinaire est favorisée par rapport à la croissance nodulaire en réponse au stress hydrique 

(Mahieu et al., 2009; Prudent et al., 2016). Cette diminution de biomasse nodulaire peut être 

liée soit à diminution du nombre de nodosités (Sinclair et al., 1988; Fenta et al., 2012), soit à 

une diminution de la taille des nodosités, soit à une combinaison des deux. Une étude 

conduite sur le pois par Prudent et al., (2016) a mis en évidence une baisse de la biomasse 

nodulaire totale, sans qu’il n’y ait de modification du nombre de nodosités. Cela signifie donc 

que le même nombre de nodosités a été mis en place, mais que ces dernières sont plus 

petites. Des mécanismes d’adaptation de la taille des nodosités par rapport à leur nombre ont 

également été montrés notamment chez le soja avec un génotype tolérant possédant un 

nombre de nodosités inférieur mais des nodosités plus grosses en condition de stress 

hydrique (King and Purcell, 2001).  
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Bien que la croissance racinaire ait tendance à être faiblement impactée par le stress 

hydrique, en comparaison avec d’autres organes de la plante, de nombreuses modifications 

de l’architecture racinaire ont été mises en évidence en réponse au stress hydrique. 

Ces modifications, bien qu’elles dépendent de l’espèce / du génotype étudiés, concernent 

principalement une augmentation de la profondeur d’exploration du sol et une augmentation 

de la surface du système racinaire (Sánchez-Blanco et al., 2014). Ces deux caractères 

architecturaux sont en effet liés à un meilleur prélèvement de l’eau et permettent une 

meilleure tolérance du stress hydrique (Wasaya et al., 2018). Pour un même coût en carbone, 

l’augmentation de la profondeur d’exploration permet d’atteindre des niveaux inférieurs pour 

lesquels les réserves en eau peuvent être plus importantes, et l’augmentation de la surface 

racinaire permet une augmentation de la surface d’échange et donc le prélèvement de l’eau 

(Tron et al., 2015).  

La surface racinaire est liée à la fois à la longueur des racines et au nombre de racines 

latérales, la profondeur des racines étant quant-à-elle liée à la longueur des racines et à leur 

angle d’insertion. Ainsi, en réponse au stress hydrique, une augmentation de la longueur 

totale du système racinaire a été observée (Hoogenboom et al., 1987) ainsi qu’une 

augmentation de la surface racinaire, notamment en profondeur (Schenk and Jackson, 2002; 

Jongrungklang et al., 2014). Ces changements peuvent également être accompagnés d’une 

augmentation du volume racinaire et du diamètre des racines comme observé chez certains 

génotypes de cacahuète (Jongrungklang et al., 2014). Une étude conduite sur Arabidopsis 

thaliana, a également mis en évidence le développement de racines plus profondes avec un 

angle d’insertion plus important aboutissant à des racines plus verticales lorsque la plante est 

soumise à un stress hydrique et thermique (Rellán-Álvarez et al., 2015).  

Cependant, alors qu’une augmentation du nombre de racines latérales pourrait permettre 

d’augmenter la surface d’échange, c’est au contraire une diminution du nombre de racines 

latérales initiées qui a été observée en réponse à un stress hydrique chez Arabidopsis (van der 

Weele et al., 2000; Deak and Malamy, 2005). Cette modification peut être perçue, dans un 

contexte de compromis pour le carbone entre l’augmentation de la longueur des racines déjà 

établies et l’initiation de nouvelles racines, comme une priorisation du prélèvement d’eau en 

profondeur. Cette réduction de ramification illustrée par une diminution de la densité des 
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racines latérales a également été montrée comme étant bénéfique pour la tolérance au stress 

hydrique chez le maïs (Zhan et al., 2015).  

b- Modifications fonctionnelles 

Concernant le prélèvement en eau par les racines, et la circulation de l’eau dans la plante, le 

stress hydrique entraîne la production de protéines membranaires permettant d’ajuster la 

conductivité hydraulique au sein de la plantes : les aquaporines (Maurel and Chrispeels, 2001; 

Alexandersson et al., 2010). On observe ainsi des modifications de l’abondance de ces 

aquaporines mais également de leur activité (Kapilan et al., 2018). 

Le stress hydrique entraîne également une baisse du prélèvement des nutriments par les 

racines ainsi que leur transport au sein de la plante (da Silva et al., 2011). Cela induit de ce fait 

une réduction de la teneur en azote (N) et en phosphate (P) notamment (He and Dijkstra, 

2014; Bista et al., 2018). En condition de stress hydrique, une diminution de l’efficience de 

prélèvement de multiples nutriments a été mise en évidence chez le pois chiche (Gunes et al., 

2006). Une étude conduite chez l’orge, le maïs et le Barbon de Gerard (Andropogon gerardi) 

souligne en effet une baisse du contenu en P et en N en réponse au stress hydrique. Cette 

baisse est due à une diminution de la concentration, pour le P ou l’activité, pour le N et P (g 

de N et P / g de racines) des protéines majeures responsables de leur prélèvement, le NRT1 et 

l’AMT1 pour le nitrate et l’ammonium, les deux sources principales en azote de la plante, et le 

PHT1 pour le phosphore (Bista et al., 2018).  

Au sein des nodosités, une baisse de la fixation symbiotique de N2 est observée lors d’un 

stress hydrique (Serraj et al., 1999; Prudent et al., 2016). Cette diminution est en partie due à 

un impact structural du stress hydrique (baisse de la biomasse des nodosités décrite 

précédemment), mais également à un impact fonctionnel c’est-à-dire à une baisse de 

l’activité spécifique de fixation de l’azote (SNFa) (Streeter, 2003; Prudent et al., 2016) dans 

des proportions qui dépendent du stade d’application du stress, de son intensité et de sa 

durée (Serraj et al., 1999; Prudent et al., 2016).   

Trois hypothèses ont été formulées en ce qui concerne la limitation de l‘activité spécifique de 

fixation symbiotique d’azote atmosphérique en condition de stress hydrique (Figure 17):  

(1) une baisse de l’allocation carbonée vers les nodosités (González et al., 1998; Galvez,  
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Figure 17 : Limitation de l’activité de fixation de l’azote (Sulieman, 2009).  
Trois hypothèses ont été formulées pour expliquer la limitation de l’activité de fixation de l’azote : une 
baisse de l’allocation carbonée (en jaune), un feedback négatif par des composés azotés (en orange) 
et une limitation de la disponibilité en oxygène (en violet) 
CR : chaine respiratoire ; Lb : Leg-hémoglobine ; N2ase : nitrogénase  
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2005). 

En effet, une des premières hypothèses est que la baisse de la SNFa est due à une baisse de la 

photosynthèse (Huang et al., 1975). Chez le pois, il a notamment été observé, en réponse au 

stress hydrique, une baisse de l’activité de la sucrose synthase dans les nodosités (González et 

al., 1995, 1998) qui mène à une réduction de la disponibilité en malate, substrat nécessaire à 

la respiration bactérienne (Galvez 2005; Ladrera et al., 2007), 

 (2) un feedback négatif de l’activité nitrogénase (enzyme responsable de la fixation) par des 

composés azotés, notamment l’aspartate, l’asparagine, le glutamate et la glutamine pour les 

espèces méditerranéennes, telles que le pois, et les uréides pour les espèces tropicales (Neo 

and Layzell, 1997; Serraj et al., 1999; Vadez et al., 2000; King and Purcell, 2001; Larrainzar et 

al., 2009), 

(3) une limitation de l’O2 disponible pour la production d’ATP nécessaire à la fixation, due à 

une baisse de la perméabilité et de la diffusion de l’O2 dans les nodosités et/ou une 

diminution de l’accumulation de leghémoglobine (Durand et al., 1987; Gonzalez et al., 2001; 

Naya et al., 2007). Cette dernière semble se produire de manière synchronisée avec la baisse 

de l’activité de fixation du N2 (Gonzalez et al., 2001).  

Ces trois hypothèses ne sont pas mutuellement exclusives et cette limitation de l’activité de 

fixation de l’azote peut très certainement être due à une combinaison de plusieurs de ces 

hypothèses (González et al., 2001; Marino et al., 2006; Nasr Esfahani et al., 2014).  

3- Les hormones et les facteurs de transcription, éléments régulateurs clés de ces 
réponses adaptatives 

a- Les hormones 

Plusieurs hormones sont associées aux stress abiotiques, notamment au stress hydrique, 

telles que l’acide abscissique (ABA), les cytokinines, l’acide salicylique (SA) et l’éthylène (Peleg 

and Blumwald, 2011).  

L’hormone centrale dans la réponse au stress hydrique est l’ABA. Son accumulation dans les 

tissus augmente grandement en condition de stress hydrique du fait d’une augmentation de 

sa biosynthèse et/ou d’une diminution de sa dégradation (Bray, 1997). Elle est synthétisée 
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dans les racines et dans les parties aériennes et est notamment responsable de la fermeture 

des stomates et de la régulation de l’expression de nombreux gènes de réponse au 

stress(Chaves et al., 2003). Le stress hydrique induit une augmentation du contenu en ABA 

mais une diminution de celui des cytokinines (CK) (Peleg and Blumwald, 2011). Ces deux 

hormones ont des rôles antagonistes vis-à-vis de la régulation de l’ouverture des stomates ; 

l’ABA induit leur fermeture alors que les CK, quand appliquées de manière exogène, 

participent à leur ouverture (Chaves et al., 2003; Peleg and Blumwald, 2011). En effet, la 

baisse des CK (biosynthèse et transport) induite par le stress hydrique mène à une 

hypersensibilité à l’ABA et donc une régulation positive des gènes répondant à l’ABA (Ha et 

al., 2012). Chez Arabidopsis thaliana, un contenu plus faible en CK a par ailleurs été montré 

comme augmentant la croissance racinaire permettant une meilleure tolérance au stress 

hydrique notamment via un meilleur prélèvement des nutriments et de l’eau (Werner et al., 

2010). 

Il y a un « cross-talk » important entre les CK et l’ABA et le ratio ABA/CK semble important 

dans la réponse au stress hydrique. Nishiyama et al., (2011) ont par ailleurs montré, via 

l’utilisation de plante d’Arabidopsis thaliana déficientes en CK, qu’une augmentation du ratio 

ABA/CK apparait favorable à une meilleure tolérance au stress hydrique. Cette amélioration 

de la tolérance est notamment liée à un maintien de l’intégrité des membranes cellulaires et 

à l’augmentation la croissance racinaire.  

Cependant, l’ajout exogène de cytokinines induit une augmentation de la transpiration et de 

la densité stomatique et peut permettre une augmentation de la tolérance au stress hydrique 

(Farber et al., 2016). En effet, les cytokinines ont été montrées comme permettant un 

maintien de la photosynthèse et de l’acquisition de l’azote lors d’un stress hydrique et donc 

permettant une meilleure tolérance (Reguera et al., 2013).  

Plusieurs études montrent le SA comme une régulateur positif de la tolérance au stress 

hydrique de par son rôle positif contre le stress oxydatif, en agissant comme régulateur du 

statut Rédox et en limitant la peroxidation des lipides membranaires (Faroo et al., 2009; Kang 

et al., 2013; La et al., 2019). En effet, l’application exogène de SA permet d’augmenter la 

transcription des gènes du cycle Ascorbate – Gluthation, permettant d’augmenter leur 

biosynthèse et donc leur contenu dans la plante chez le blé (Kang et al., 2013). Le SA a 
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également été montré comme ayant un rôle positif sur l’accumulation des composés 

compatibles et sur le métabolisme de la proline, contribuant ainsi au maintien de la 

turgescence de la plante comme cela a pu être montré chez le riz et le chou chinois (Farooq, 

Basra, et al., 2009; La et al., 2019). Ces modifications peuvent ainsi diminuer l’inhibition de la 

croissance en réponse au stress, en améliorant l'intégrité des membranes cellulaires et en 

facilitant le maintien de la photosynthèse et du métabolisme général (Farooq, et al., 2009). Le 

SA a par ailleurs été montré comme empêchant les effets négatifs d’un stress salin sur 

l’activité de la nitrogénase et sur la biomasse de nodosités (Palma et al., 2013). 

L’auxine a un rôle clé dans la réponse au stress hydrique de par sa fonction de régulateur de 

la croissance racinaire (Partie II-1-d). Ainsi, la plasticité développementale des racines en 

conditions de stress est principalement régulée par l’auxine. Les changements de 

concentration en auxine sont principalement dus à des modifications de son transport, via la 

relocalisation ou l’internalisation de certains transporteurs tels que PIN2, mais également à 

des régulations de sa biosynthèse et de sa conjugaison à d’autres composés (Korver et al., 

2018). Le rôle de l’auxine reste cependant complexe, cette hormone ayant à la fois été 

rapportée comme ayant un rôle positif et négatif dans les réponses au stress hydrique. En 

effet, chez le riz, la surexpression d’un gène codant une indole-3-acetic acid (IAA)-amino 

synthetase, induisant une baisse du contenu en auxine libre, via l’augmentation de la 

conjugaison de l’IAA avec des acides aminés, a été montré comme associée à une meilleure 

tolérance au stress hydrique notamment en facilitant l’accumulation de protéines LEA (Zhang 

et al., 2009). De la même manière, l’auxine est connue pour réguler négativement 

l’expression de DRO1, un gène contrôlant l’angle d’insertion des racines et montré comme 

associé à une meilleure tolérance (Uga et al., 2013). Cependant, l’auxine a également été 

montrée comme régulant positivement l’expression de gènes relatifs aux stress abiotiques 

tels que les facteurs de transcription DREB2A et DREB2B, et en affectant positivement le 

métabolisme des ROS via une régulation positive de l’activité de certaines enzymes anti-

oxydantes (Shi et al., 2014).  

D’autres hormones peuvent également être impliquées dans la réponse au stress hydrique 

telles que l’éthylène dont la synthèse est inhibée dans les nodosités et les racines lors d’un 

stress hydrique (Larrainzar et al., 2014) ou les gibbérellines, hormones dont la diminution en 

condition de stress hydrique est associée à une inhibition de la croissance de la plante  
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Figure 18 : Réseau de régulation transcriptionnelle majeur des facteurs de transcription impliqués 

dans les réponses au stress hydrique (d’après Singh et Laxmi, 2015) 

La perception du stress hydrique active une voie dépendante de l’ABA et une voie indépendante de 

l’ABA.  

Les signaux de perception de sécheresse mène a l’activation des deux voies ABA dépendant et 

indépendant. Dans la voie ABA dépendant, l’accumulation de l’ABA mène notamment à l’activation de 

4 facteurs de transcription(FT) ABRE (ABA-responsive element), AREB1, AREB2 (ABRE binding protein 1 

et 2), ABF3 (ABRE binding factor 3) et ABF 1. Ces FT régulent les gènes en se fixant aux éléments ABRE-

cis présent dans leur promoteur. Additionnellement à cela, l’ABA régule également l’activité de FT de 

la famille des MYB/MYCs, NACs, WRKYs, et NF-Y. Les FT MYC2 et NAC sont également impliqués dans 

la signalisation de l’acide jasmonique (JA). La perception du signal de l’ABA mène également à 

l’induction de WRKY18 WRKY40 capables de se lier la W-box présente en WRKY60 et ainsi l’induire.  

DREB2A joue un rôle pivot dans la régulation de l’expression des gènes ABA-indépendant en 

conditions de stress hydrique. L’expression du gène DREB2A est régulée par GRF7 dans des conditions 

normales. De plus, les DRIPs régulent les niveaux de protéine DREB2A en conditions normales. DREB2A 

participe également dans la régulation de l’expression de gènes en stress thermique. Certains facteurs 

de transcription NAC régulent également l’expression de gène de la voie ABA indépendant. Il a été 

récemment démontré que les deux voies ABA dépendant et indépendant interagissent en conditions 

de stress hydrique. Certaines observations récentes suggèrent qu’une interaction entre les NACs et 

AREB/ABFs serait possible. Les ellipses colorées représentent les facteurs de transcription et les DNA-

binding proteins. Les lignes en pointillées indiquent de possibles interactions non confirmées pour 

l’heure. 
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(Colebrook et al., 2014) 

Les réponses au stress hydrique sont ainsi régulées par une balance hormonale complexe 

avec un équilibre entre les hormones favorisant et les hormones inhibant la croissance.  

b- Facteurs de transcription 

Les facteurs de transcription sont des protéines pouvant se lier à l’ADN et permettant ainsi de 

moduler directement l’expression de gènes via leur liaison à des séquences régulatrices 

spécifiques au niveau du promoteur. Plusieurs familles de facteurs de transcription ont été 

décrites comme jouant un rôle dans la régulation des réponses au stress hydrique (Janiak et 

al., 2016; Joshi et al., 2016). Il existe deux voies de régulation de l’expression des gènes en 

réponse au stress hydrique : l’une dépendante de l’ABA et l’autre indépendante de l’ABA 

(Figure 18). 

De nombreux gènes régulés par l’ABA présentent dans leur région promotrice des éléments 

cis spécifiques permettant la régulation de leur transcription par différents facteurs de 

transcription, tels que des MYB (MYeloBlastosis oncogen) ou bZIP (basic leucine zipper). La 

voie la mieux étudiée implique des éléments cis de type ABRE (ABA- responsive element). Les  

facteurs de transcription se fixant sur ces séquences appartiennent à la famille des bZIP et 

sont communément appelés protéines AREB (« ABRE-binding protein ») ou ABF (« ABRE-

binding factor ») (Maruyama et al., 2012). Chez Arabidopsis, le riz et le soja, la sur-expression 

de AREB1 améliore la tolérance au stress hydrique (Oh et al., 2005; Barbosa et al., 2013; 

Yoshida et al., 2015). D’autres facteurs de transcription de type bZip sont également 

impliqués dans la tolérance au stress hydrique. Chez Arabidopsis, la sur-expression de 

TabZIP60 améliore la tolérance au stress hydrique (Zhang et al., 2015). Chez Arabidopsis, 

MYB96 est induit par le stress hydrique via un signal ABA et régule l’élongation des racines 

latérales (Seo et al., 2009). 

Concernant les mécanismes de régulation indépendants de l’ABA, deux familles de facteurs 

de transcription ont notamment été décrites comme étant impliqués dans les réponses au 

stress hydrique : les NAC (pour NAM, ATAF1 et ATAF2, CUC2) et les AP2/ERF (APETALA2/Eth 

response element binding factor), notamment les sous-groupes des ERF et des DREB 

(Dehydration responsive element binding protein). Chez le riz, OsERF71 est induit par le stress 
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hydrique et permet une croissance radiale des racines via la régulation positive de gènes 

associés à la paroi cellulaire et la lignine. Ceci permet une meilleure tolérance via une 

diminution des pertes en eau au niveau des racines (Lee et al., 2016). Les DREB se fixent sur 

des motifs DRE (dehydration responsive element) et induisent l’expression d’une large 

gamme de gènes cibles appartenant notamment aux familles des LEA, particulièrement les 

déhydrines, des protéines chaperonnes mais également codant pour des enzymes de 

détoxification (Kidokoro et al., 2015). La sur-expression de TaNAC2 et de OsNAC9 permettent 

tous deux une meilleure tolérance au stress hydrique notamment via un allongement des 

racines pour TaNAC2 (Mao et al., 2012) et via une augmentation du diamètre racinaire pour 

OsNAC9 (Redillas et al., 2012). Chez le peuplier, PtabZIP1-like, principalement exprimé dans 

les racines et répondant à l’auxine, est impliqué dans l’augmentation du nombre de racines 

latérales en réponse au stress hydrique, participant de ce fait à sa résistance au stress (Dash 

et al., 2017). 

4- La récupération après un stress : un ensemble de mécanismes encore peu 
exploré 

D’après Hodgson et al., (2015) la capacité d’une plante à survivre et maintenir ses fonctions 

face à une perturbation extérieure représente la capacité de résilience de la plante. Cette 

résilience englobe à la fois la résistance, qui regroupe les mécanismes mis en place lors du 

stress pour répondre à la perturbation extérieure, et la récupération, c’est-à-dire les 

processus endogènes ayant lieu après le stress qui ramènent le système perturbé vers 

l'équilibre. Ce concept est, à la base, issu de l’écologie ainsi que de l’étude des écosystèmes. 

Cette période de récupération est restée peu étudiée et peu prise en compte dans les 

analyses de réponse au stress, et notamment au stress hydrique, pendant de longues années. 

Cependant, ces dernières années, plusieurs études ont souligné l’importance de la période de 

récupération suivant le stress dans la résilience aux stress. Striker (2012) dans son étude sur la 

tolérance à l’excès d’eau met en évidence le fait qu’une plante peut moins bien résister au 

stress qu’une autre (pendant le stress) mais avoir une meilleure récupération (après le stress) 

et ainsi être tout aussi résiliente. Il est donc crucial de prendre en compte la capacité de 

récupération d’une plante dans l’estimation de sa résilience à un stress. Dans ce sens, Chen et 

al., (2016) soulignent une forte relation entre la résilience du maïs au stress hydrique et sa 

capacité de récupération après un stress hydrique. Pour cela, 10 génotypes différents ont été 
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utilisés et leurs capacités de résistance, récupération et résilience ont été calculées sur la 

base de la croissance relative durant respectivement la période de stress, la période de ré-

arrosage et de l’ensemble de ces deux périodes. Cette relation montre que, dans la résilience 

d’une plante, sa capacité de récupération après un stress peut jouer un rôle plus important 

que sa capacité de résistance durant le stress. L’efficacité de la récupération dépend 

cependant de la durée et de l’intensité du stress hydrique appliqué (Xu et al., 2010; Prudent 

et al., 2016) ainsi que des réponses mises en place pendant la période de stress (Siopongco et 

al., 2006; Xu et al., 2010). Une autre étude souligne la variabilité génétique de la 

récupération. En étant menée sur deux génotypes de psoralée bitumineuse (Bituminaria 

bituminosa var. albomarginata, une légumineuse pérenne) et un génotype de luzerne 

(Medicago sativa), tous identifiés comme tolérants au stress hydrique, cette étude souligne 

que la mise en place de stratégies de récupération différentes chez la psoralée bitumineuse 

en comparaison avec la luzerne entraîne à maturité physiologique des rendements contrastés 

(Foster et al., 2015). 

Après un stress hydrique, la période de récupération peut permettre une restauration 

complète de la croissance et/ou du rendement de la plante chez différentes espèces telles 

que le maïs (Sun et al., 2016), Medicago (Yousfi et al., 2015), le pois chiche (Yaqoob et al., 

2013) et le pois (Prudent et al., 2016). La récupération peut également entraîner une 

surcompensation de la croissance de la plante et ainsi surpasser les plantes contrôles n’ayant 

pas subi de stress (Xu et al., 2010; Sun et al., 2016).  

La récupération s’effectue à des vitesses différentes selon les processus et voies 

métaboliques impliquées : production d’énergie, protection osmotique, signalisation (Sun et 

al., 2016). En effet, cette récupération peut passer par des modifications fonctionnelles 

(activité enzymatique, synthèse de métabolites, …) qui peuvent être réalisées dans un temps 

relativement court, mais également par des modifications ou compensations structurales, qui 

nécessitent une durée plus importante. Ainsi, après un stress hydrique, la récupération de la 

photosynthèse s’effectue en quelques jours avec notamment la réouverture des stomates et 

la synthèse de novo de la Rubisco (Chaves et al., 2009; Erice et al., 2011), alors que la 

récupération structurale via par exemple, un grossissement des nodosités chez le pois 

(Prudent et al., 2016) nécessite un temps plus important. Ainsi, plusieurs études réalisées 

après un temps très court depuis la fin de la période de stress ne laissent potentiellement pas 
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assez de temps pour une possible récupération complète.  

De plus, les différentes voies métaboliques peuvent ne pas initier une récupération de 

manière synchronisée. Dans l’étude menée par Larrainzar et al., (2009) sur Medicago 

truncatula, une récupération après un stress hydrique a été observée après seulement 2 jours 

de ré-arrosage et a mis en évidence un décalage dans l’initiation de la récupération entre 

l’accumulation de protéines impliquées dans la photosynthèse et dans celles impliquées dans 

l’acquisition d’azote (seulement la fixation pas le métabolisme azoté). Ainsi après le stress 

hydrique, le métabolisme semble ici centré sur la reprise de croissance et la relance de la 

fixation symbiotique de l’azote, mais l’assimilation de cet azote n’arrive que plus tard 

A notre connaissance, les études s’étant intéressées à la période de récupération se sont 

limitées à la caractérisation d’un unique point au cours du ré-arrosage, positionné de 

quelques jours à plusieurs semaines après la fin du stress hydrique. Elles soulignent malgré 

tout l’importance de l’aspect dynamique de la récupération, afin de pouvoir pleinement 

évaluer les mécanismes sous-jacents à la récupération des plantes après un stress hydrique, 

et de comprendre la chronologie de leur mise en place.  
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Chapitre 2 : 
 

Caractérisation écophysiologique de la 
réponse au stress hydrique et au ré-

arrosage de deux génotypes de pois ayant 
une capacité de résilience contrastée 
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I- Objectif et démarche 

En tant que légumineuse, le pois met en place une symbiose avec des bactéries fixatrices de 

l’azote atmosphérique au sein de structures racinaires, les nodosités. Cela lui offre une 

seconde voie d’acquisition de l’azote. Cependant, la formation des nodosités, leur maintien 

ainsi que leur fonctionnement représentent un coup important en carbone pour la plante et 

peut se faire au détriment du développement et de la croissance d’autres organes, 

notamment au détriment des racines. Or, les racines, en plus d’être le lieu de mise en place 

des nodosités, sont également responsables du prélèvement de l’eau et des nutriments. Elles 

ont de ce fait un rôle crucial, d’autant plus en conditions de stress hydrique. C’est donc un 

enjeu majeur que d’étudier cette interaction pois - rhizobium en réponse au stress hydrique. 

Cependant, la réponse des plantes au stress englobe à la fois de la réponse des plantes 

pendant le stress (la tolérance) mais également de la réponse des plantes après ce dernier (la 

récupération). Cette seconde période, bien que très importante a été négligée pendant des 

années puis étudiée de manière ponctuelle. Or, la récupération se caractérise à travers 

différents paramètres cinétiques : le temps de latence avant l’initiation de la récupération, la 

vitesse à laquelle s’effectue la récupération, l’état atteint par les plantes à la fin de la 

récupération et l’écart entre cet état et celui qu’auraient des plantes n’ayant pas subies le 

stress.  

 

L’objectif de l’étude présentée dans ce chapitre a ainsi été de caractériser de manière 

dynamique les réponses de 2 génotypes, contrastés pour leur résilience, lors d’un épisode de 

déficit hydrique et au cours de la période de ré-arrosage qui suit afin d’identifier des 

mécanismes associés à une meilleure résilience au manque d’eau. Pour cela, 2 

expérimentations ont été conduites sur la plateforme de phénotypage à haut débit 4PMI de 

Dijon. Durant ces expérimentations, les plantes des 2 génotypes ont été soumises, au cours 

de la période végétative, à un déficit hydrique de 2 semaines suivi d’un de ré-arrosage 

optimal. Lors de la première expérimentation, une cinétique de prélèvements a été réalisée 

lors de la période de déficit hydrique et au cours des 2 premières semaines de ré-arrosage qui 

ont suivi afin de caractériser les réponses des 2 génotypes. Ces analyses seront 

principalement centrées sur l’étude des processus d’acquisition et d’utilisation du carbone, de 
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l’azote et de l’eau et sur les flux trophiques entre la plante et le rhizobium, cela grâce à 

l’utilisation d’un cadre conceptuel d’analyse de type structure-fonction centré sur les flux de 

carbone, d’azote et d’eau au sein du continuum plante-atmosphère-sol. Lors de la seconde 

expérimentation, 2 épisodes de marquage isotopique au 13C et 15N2 ont été réalisés à des 

temps précis (à la fin de la période de déficit hydrique et après une semaine de ré-arrosage) 

afin d’obtenir une lecture précise du prélèvement du carbone et de l’azote par la plante ainsi 

que sa répartition/son allocation au sein des différents compartiments.  

II- Quelle stratégie utiliser pour favoriser une meilleure résilience à la 
sécheresse ? Une comparaison de 2 génotypes de pois grâce à l’utilisation d’un 
cadre d’analyse écophysiologique de type structure-fonction 

Ce travail se réfère à un article intitulé : « Pea efficiency of post-drought recovery relies on 

the strategy to fine-tune nitrogen nutrition ». 

Cet article a été publié dans la revue Frontiers in plant science.  

 

Couchoud M, Salon C, Girodet S, Jeudy C, Vernoud V and Prudent M (2020) Pea Efficiency of 
Post-drought Recovery Relies on the Strategy to Fine-Tune Nitrogen Nutrition. Front. Plant 
Sci. 11:204. doi: 10.3389/fpls.2020.00204 
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Abstract  

As drought is increasingly frequent in the context of climate change it is a major constraint for 

crop growth and yield. The ability of plants to maintain their yield in response to drought 

depends not only on their ability to tolerate drought, but also on their capacity to 

subsequently recover. Post-stress recovery can indeed be decisive for drought resilience and 

yield stability. Pea (Pisum sativum), as a legume, has the capacity to fix atmospheric nitrogen 

through its symbiotic interaction with soil bacteria within root nodules. Biological nitrogen 

fixation is highly sensitive to drought which can impact plant nitrogen nutrition and growth. 

Our study aimed at dynamically evaluating whether the control of plant N status after drought 

could affect nodulated pea plant’s ability to recover. 

Two pea genotypes, Puget and Kayanne, displaying different drought resilience abilities were 

compared for their capacity to tolerate to, and to recover from, a 2-weeks water deficit 

period applied before flowering. Physiological processes were studied in this time-series 

experiment using a conceptual structure-function analysis framework focusing on whole plant 

carbon, nitrogen and water fluxes combined to two 13CO2 and 15N2 labelling experiments.  

While Puget showed a yield decrease compared to well-watered plants, Kayanne was able to 

maintain its yield. During the recovery period, genotype-dependent strategies were observed. 

mailto:Vanessa.Vernoud@inrae.fr
mailto:Marion.Prudent@inrae.fr
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The analysis of the synchronisation of carbon, nitrogen and water related traits dynamics 

during the recovery period and at the whole plant level, revealed that plant growth recovery 

was tightly linked to N nutrition. In Puget, the initiation of new nodules after water deficit was 

delayed compared to control plants, and additional nodules developed, while in Kayanne the 

formation of nodules was both rapidly and strictly re-adjusted to plant growth needs, allowing 

a full recovery.  

Our study suggested that a rapid re-launch of N acquisition, associated with a fine-tuning of 

nodule formation during the post-stress period is essential for efficient drought resilience in 

pea leading to yield stability.  

 

1- Introduction 

Pea (Pisum sativum L.) produces seeds rich in proteins (about 25%, Reichert and MacKenzie, 

1982), which can be used for both feed and food. Like other legumes, pea does not require 

nitrogen fertilizer for its growth, making it an economic and environmental friendly crop that 

can play an important role in sustainable agriculture (Graham, 2003; Jensen and Hauggaard-

Nielsen, 2003). This particular feature is due to legumes’ unique ability to fix atmospheric 

dinitrogen (N2) thanks to a symbiosis with soil bacteria (type Rhizobia) inside specific root 

structures called nodules. The symbiotic nitrogen fixation (SNF) process relies on structural 

components (nodule number and size), and on functional characteristics (N2 fixation thanks to 

the nodule nitrogenase enzyme). Photosynthetic carbon arising from shoots sustains nodules 

formation, nodule maintenance and N2 fixation activity (Kouchi and Yoneyama, 1984) at the 

expense of both shoot growth and root growth and functioning (Salon et al., 2001; Voisin et 

al., 2003a, b). The nodulation process is thus strictly adjusted to plant growth and is 

controlled by both local control mechanisms and a systemic regulation process known as 

“autoregulation of nodulation” (Reid et al., 2011) which presumably depends on the nitrogen 

status of the plant (Ruffel et al., 2008; Jeudy et al., 2010). This results in the induction of 

synchronous and transient waves of nodulations in the root system. 

In the current context of climate change, we are witnessing an increase in the heterogeneity 

of rainfall with alternating periods of heavy rainfall and drought (Bernstein et al., 2007; Dai, 

2013), causing plant yield and seed protein content instability, and contributing as an example 
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to the decrease in the cultivated area of pea in Europe (Cernay et al., 2015). One of the first 

responses observed under water deficit, which contributes to plant tolerance is stomatal 

closure mediated by abscisic acid (ABA), leading to a decrease in stomatal conductance 

(Chaves et al., 2003; Anjum et al., 2011). While stomatal closure reduces water loss, it can 

also decrease plant photosynthesis and thus reduce biomass accumulation (Chaves et al., 

2003; Xu et al., 2010). Water deficit also modulates biomass partitioning among the different 

plant compartments of legumes: root growth is maintained or even increased at the expense 

of shoot growth (Xu et al., 2010; Prudent et al., 2016; Kunert et al., 2016) while nodule 

growth is reduced (Mahieu et al., 2009; Prudent et al., 2016). SNF is highly sensitive to 

environmental constraints (Salon et al., 2001) and particularly to water deficit (Zahran, 1999). 

The specific nitrogen fixation activity (sNFA) is greatly decreased by water deficit (Serraj et al., 

1999; Streeter, 2003; Prudent et al., 2016) as a result of several factors including O2 partial 

pressure within nodules, N feedback regulation and carbon limitation (Larrainzar et al., 2009). 

Thus, increasing occurrences of drought will exacerbate the negative impact of water deficit 

on SNF (Vadez et al., 2012), which is detrimental to legumes nitrogen nutrition under water 

deficit conditions, and thus to yield stability.  

When a plant faces a stress, its tolerance to the stress and its recovery after the stress 

constitute two different processes which contribute to its resilience. Hodgson et al., (2015) 

define resilience as the outcome of tolerance and recovery, the tolerance being “the impact 

of exogenous disturbance” and the recovery being all “endogenous processes that pull the 

disturbance system back towards an equilibrium”. Post-stress recovery corresponds to an 

important part of resilience of ecosystems (Lake, 2013) which has not been yet extensively 

studied as compared to plant tolerance. Plant performance during a stress is not necessarily 

correlated to its ability to recover post-stress (Striker, 2012). This highlights the importance of 

taking into consideration the mechanisms underlying plant recovery to improve crop stress 

resilience. 

Plant’s ability to recover from a stress is essential for its survival and yield establishment, 

especially after a drought period (Chaves et al., 2009). In maize it has been suggested that 

drought recovery could play a more important role in plant resilience than drought resistance 

(Chen et al., 2016), A complete recovery after water deficit has been observed in different 

species such as maize (Sun et al., 2016), Medicago (Yousfi et al., 2015), chickpea (Yaqoob et 
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al., 2013) and pea (Prudent et al., 2016). Although post-drought recovery is being increasingly 

studied, the available studies have generally focused only on a single harvest after the re-

watering period, which lasted from a few days to weeks (da Silveira et al., 2001; Naya et al., 

2007; Larrainzar et al., 2009; Nasr Esfahani et al., 2014; Prudent et al., 2016; Prudent et al., 

2020). Such time points of observation and lack of dynamics are not sufficient to fully assess 

the mechanisms underlying plant recovery as it presumably comprises a diversity of structural 

and functional responses, leading to either partial, complete or over compensatory 

recoveries. The recovery of a process after a disturbance can be explained by various 

parameters such as the latency time to initiate the recovery, the rate of the process’s 

response, the time taken to reach a stable stat

process in a disturbed situation and in the control condition (Hodgson et al., 2015). As such it 

is essential to consider the dynamic dimension of the recovery. Moreover, a time-series study 

of post-drought recovery in the model legume Medicago truncatula suggested that the 

nutritional status of the plant could also shape its ability to recover (Lyon et al., 2016). Lastly, 

the importance of the source of legume N nutrition (nitrate-fed versus SNF) in recovery 

dynamics was also highlighted as nodulated plants recovered faster than nitrate-fed plants 

after drought (Staudinger et al., 2016). We thus decided to explore whether the control of 

plant N status after drought could affect plant ability to recover, when plant N nutrition relies 

only on SNF. We hypothesized that a quick and strict adjustement of the number of N2-fixing 

structures (i.e nodules) to plant growth needs is a key trait for an efficient post-drought 

recovery.  

To that aim, we characterized N nutrition during drought and subsequent recovery in two pea 

genotypes displaying contrasted drought resiliences. In order to assess mechanisms involved 

in both tolerance and recovery mechanisms, pea plant responses during water deficit and 

subsequent re-watering were dynamically analysed in two independent experiments, the 

second involving two successive plant labelling experiments. Because N nutrition is tightly 

linked at the whole plant level to carbon and water nutrition (especially under drought), and 

specifically for nodules (Liu et al., 2018), physiological processes were studied using a 

conceptual structure-function analysis framework focusing mainly on plant C, N and water 

fluxes.  
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Figure 19: Experimental design used to characterize plant responses to water deficit and subsequent re-

watering.  

(A) Description of the kinetic experiment. Water deficit was imposed during the vegetative stage for 2 

weeks and followed by a re-watering period. WW corresponds to well-watered plants and WD 

corresponds to plant subjected to water deficit, orange stars indicate harvests. Time is expressed in days 

and degree days. (B) Description of the 13CO2 and 15N2 labelling experiments. Full purple line indicates 

acclimation period, purple arrowhead indicates labelling, empty purple line indicates chase period and 

purple stars indicate harvests.  
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2- Materials and methods 

2.1- Plant growth conditions 

Two genotypes of Pisum sativum L. were used: Kayanne, an afila spring pea cultivar (obtained 

from KWS Momont, Mons-en-Pévèle, France) and Puget, a leaflet garden pea cultivar 

(obtained from Graines-LORAS, La Tour de Salvagny, France). Both cultivars have a semi-

determinate growth habit. Seeds were calibrated and pre-germinated at 21 °C in the dark 

during four days. After being transplanted in 2-liter pots filled with a mixture of perlite:sand  

(3:1, v:v) seedlings were inoculated with 1 ml of Rhizobium leguminosarum bv. viciae, strain 

P221 (MIAE01212, 108 bacteria.ml-1). Plants were transferred in a greenhouse of the Plant 

Phenotyping Platform for Plant and Microorganism Interactions (4PMI) at INRA in Dijon 

(France) one week after sowing. Mean day/night temperatures were 20/16 °C and the 

photoperiod was 16h. Artificial light (PAR of 280 µmol. m-². s-1) was supplied by sodium lamps 

(MACS 400W; Mazda, Dijon, France) to complement natural light during the photoperiod. 

During the first two weeks, plants were automatically watered 4 times a day with a N-free 

nutritive solution to reach 100 % of substrate water-holding capacity (Figure 19). Substrate 

water-holding capacity was gravimetrically estimated before each watering (for more details, 

see Supplementary Material Figure S1). Plants of each genotype were then split in two 

groups: half of the plants (Well-Watered plants, hereafter referred as WW) was maintained 

until physiological maturity under optimal water conditions corresponding to 100 % of 

substrate water-holding capacity. The other half of plants (Water-Deficit plants, hereafter 

referred as WD plants) was subjected to a water deficit period of two weeks by withholding 

water until pots reached 40% of substrate water-holding capacity (Supplementary Material 

Figure S1), corresponding to a predawn plant water potential of 0.9 MPa. WD plants were 

then re-watered to reach 100 % of substrate water-holding capacity until physiological 

maturity (Supplementary Material Figure S1). 

For the labelling experiment, plant growth conditions were similar, except than individual air-

tight PVC 2-liter pots were used to allow shoot-root atmosphere separation. Mean day/night 

temperatures were set at 20/17.5 °C and artificial light (PAR of 250 µmol.m-².s-1) was supplied 

by sodium lamps (MACS 400W; Mazda, Dijon, France) to complement natural light during the 

photoperiod. 
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2.2- Experimental design and sampling  

For the first kinetic experiment (Figure 19A), six plants per genotype and per water treatment 

were harvested at seven different times corresponding to the beginning, the middle (1 week) 

and the end (2 weeks) of the water deficit period, and to 3, 7, 10 and 15 days of re-watering 

(Figure 19A). For each harvest, six plants per condition were sampled. Shoots and roots were 

separated. Leaves and stem from shoots were separated during the vegetative period and 

additionally pods and seeds were harvested during the reproductive stage. The nodulated 

root system was gently washed, and nodules were manually removed from the root system, 

as soon as they were visible at the naked eye, and counted. At physiological maturity, ten to 

twelve plants per condition were harvested.  

For the second experiment involving labelling, carbon and nitrogen were labelled with 13CO2 

and 15N2 respectively at two periods during plant growth, the first at the end of the water 

deficit period and the second after seven days of re-watering (Figure 19). For each labelling 

experiment, six pots of each condition and genotype were transferred two days before 

labelling from the greenhouse (see above) to a transparent air-tight labelling chamber made 

of Plexiglas for acclimation. Shoot and root atmospheres were controlled using Dasylab 

software (SM2i, Villiers St Frédéric, France), and temperature and humidity were regulated by 

using an air conditioning unit (Voilot, Dijon, France). Mean day/night temperatures were 

21/17.5 °C and the photoperiod was 10h supplied by lamp (Osram, Dulux L, 55W 954) leading 

to an average PAR of 535 µmol.m-².s-1.  

The day of labelling, PVC pots were closed and air tightness was ensured using physiological 

moulding material (Qubitac, Qubit system inc., Kingston, Canada) and silicone rubber (RTV 

65RTV3428-1, Zundel Kohler, France). Shoots were exposed to a 13CO2-enriched atmosphere 

for 10 hours, with an air CO2 concentration of 380 ppm and a 13CO2 enrichment of 10 Atom %. 

During this period, air CO2 concentration and 13CO2 enrichment were continuously measured 

with an infrared gas analyser (IRGA S710, Sick Maihak AG, Hamburg, Germany) and 

maintained by automatic injection of a mixture of 13CO2 and 12CO2. Nodulated roots were 

simultaneously exposed to a 15N2-enriched atmosphere by direct injection of 15N2 (5% 

15N/14N) into air-tight pots for 24h (simultaneously to the 10 hours of 13CO2 shoot exposure 

and the following night). The amount of 15N2 to be injected was determined at the outset by 
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measuring the mean air volume in the container. To obtain an accurate measurement of 

15N/14N enrichment in each pot, aliquots were sampled 30 minutes, 10h and 24h after 15N2 

injection with 5 replicates per sampling. 

To study C and N isotope partitioning among plant parts, labelling was followed by a 2 days 

chase period where plants were exposed to an atmosphere with natural C and N enrichment 

and then harvested similarly to the kinetics experiment. 

2.3- Measurement and calculation 

Our framework of analysis was structure-function based and enriched the version of Moreau 

et al., (2012) by adding nodule N acquisition and water fluxes (Supplementary Material, Figure 

S2). It considered “structural variables”, characterizing plant growth including plant, shoot, 

nodulated root, nodule and root biomass, leaf area, nodule number, plant nitrogen amount 

and concentration and evapotranspiration. These variables are linked together by “functional 

variables”, characterizing plant capacity to uptake and use resources (carbon, nitrogen and 

water): nitrogen use efficiency (NUE), radiation use efficiency (RUE), specific nitrogen fixation 

activity (sNFA), water use efficiency (WUE), specific root water uptake (sRWU).  

Evapotranspiration (gH20) was gravimetrically determined, based on the daily water loss from 

each pot, by calculating the difference between pot weight before and after each watering. 

Stomatal conductance (mmol water.m-2.s-1) was measured with a diffusion porometer (AP4; 

Delta T device, Cambridge, UK) on a stipule of the last fully expanded leaf.  

For each harvest, all plant compartments (root, nodule, leaf, stem and pod and seed) were 

dried for 48h in an oven at 80°C. Biomass (BM) of each dried part was measured and then 

dried tissues were ground into a fine powder and analysed with an elemental analyser 

(Thermo Electron NC2500, Courtaboeuf, France) in order to estimate C and N concentration 

in each tissue. 

For each plant, shoot/nodulated root ratio corresponding to the ratio of above-ground 

biomass (leaves and stem) over total below-ground dry biomass (roots and nodules) were 

calculated. The nodule/nodulated root ratio corresponding to nodule biomass divided by total 

below-ground biomass, was also calculated. 
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For leaf area measurement, leaves were spread out and scanned on a scanner (EPSON 

GT20000, Model J151A, Japan), and leaf area was measured using the WinRhizo software 

(Regent Instruments Canada Inc, 2012b version). 

The Nitrogen Nutrition Index (NNI) was calculated as the ratio between shoot N concentration 

and the critical N concentration (Nc), following: Nc= 4.756 BM−0.088 (Voisin et al., 2015).  

Radiation Use Efficiency (RUE) between date t1 and t2 was calculated as the ratio of the plant 

biomass (BM) accumulated during this period over the integrated leaf area between t1 and t2 

and is expressed in g.cm-²:  

 

 RUE = 
𝐵𝑀𝑡2  − 𝐵𝑀𝑡1

∫ leaf area .dt
2

1

 

 

Nitrogen Use Efficiency (NUE) between date t1 and t2 was calculated as the ratio of the plant 

biomass (BM) over the plant nitrogen amount (QN) accumulated during this period and is 

expressed in g.gN-1:   

 

 NUE = 
𝐵𝑀𝑡2  − 𝐵𝑀𝑡1

𝑄𝑁𝑡2− 𝑄𝑁𝑡1
 

 

Water Use Efficiency (WUE) between date t1 and t2 was calculated as the ratio of the plant 

biomass (BM) accumulated over the amount of water evapotranspirated by the plant during 

this period (QH2O) and is expressed in g. gH2O-1: 

 

 WUE = 
𝐵𝑀𝑡2  − 𝐵𝑀𝑡1

𝑄𝐻2𝑂𝑡2− 𝑄𝐻2𝑂𝑡1
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The specific Root Water Uptake (sRWU) between date t1 and t2 was calculated as the ratio of 

the amount of water evapotranspirated by the plant (QH2O) over the integrated root dry 

weight (BMroot) between t1 et t2 and is expressed in gH2O[gBMroot day-1]-1: 

 

 sRWU = 
𝑄𝐻2𝑂1→2

∫ BM𝑟𝑜𝑜𝑡.dt
2

1

 

 

2.4- 13C and 15N content and enrichment determination 

For each harvest, all plant compartments (root, nodule, leaf, stem) were dried for 48h in an 

oven at 80°C. The biomass of each part was measured and then dried tissues were ground 

into a fine powder. Aliquots were analysed for their C and N concentrations with an elemental 

analyser (EA, VarioMicroCube, Elementar) and their 13C and 15N enrichment determined with 

an online isotope ratio mass spectrometer (irm-EA/MS, Isoprime/Elementar).  

2.5- Isotopic calculations for the labelling experiments 

Calculations were done according to the isotopic dilution principle. The percentage of C or N 

allocated to the different compartments during the labelling period was calculated as the 

ratio of C or N incorporated in the compartment i (QCli or QNli) during the labelling 

experiment over the total amount of C or N incorporated in plant (QClplant or QNlplant) during 

this period: 

 C allocation to compartment i = (
QCli

QClplant
) x 100 

 

 N allocation to compartment i = (
QNli

QNlplant
) x 100 

 

 where QCl and QNl can be calculated as: 

 

 QCl = BM x (%C /100) x (
(ACorgan−ACcontrol)

(ACsource−ACcontrol)
)  
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 QNl = BM x (%N / 100) x (
(ANorgan−ANcontrol)

(ANsource−ANcontrol)
)  

 

where ACorgan and ANorgan are the 13C and 15N abundances, respectively, of the plant organ of 

the labelled plant or non-labelled control plants; ACsource and ANsource are the 13C and 15N 

enrichment, respectively, of the labelled shoot and root atmosphere; BM is biomass and %C 

and %N are the percentages of C and N in biomass (w/w), respectively.  

 

sNFA (gN.gBMnodule
-1.day-1) was calculated as the ratio of total amount of N incorporated in 

plant during the labelling experiment in plant (QNlplant) over nodule biomass (BMnodule): 

 

 sNFA = 
QNlplant

BMnodule
 

 

Photosynthesis during the labelling day (gC.gBMshoot
-1.day-1) was calculated as the ratio of 

total amount of C incorporated in plant (QClplant) during the labelling experiment over shoot 

biomass (BMshoot): 

 

 Photosynthesis = 
QClplant

BMshoot
 

 

The labelling technique used for measuring net carbon photosynthetic input into plant tissue 

is much more precise than relying on a “budget method” (ie weighting plants and measuring 

the increment of stable 12C content). The tracer which here is labelled 13CO2 is introduced at a 

known enrichment far above the natural one (around 1,1%) and precise IRMS measurements 

allow assessing the contribution of unlabeled 12C previously incorporated in plants vs the 13C 

provided to plants during the labeling period.” Advantages of isotopic labeling and fluxomics 

have been reviewed in Salon et al. (2017). 
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2.6- Statistical analyses 

All statistical analyses were performed with R software, version 3.5.3. An analysis of variance 

was performed using “aov” function and significant differences among conditions were 

determined by SNK test (“SNK.test” function from “agricolae” Package, version 1.3.1). Results 

from the analysis of variance are shown in Supplementary Material Table S1. For efficiency 

and activity variables, a bootstrap sampling method was used.  

Student’s t-tests were performed for each genotype to test for water treatment effect 

(“t.test” function). Only differences at the 0.05 probability level were considered.  

 

3- Results 

3.1- Kayanne and Puget which have contrasted plant architecture display different 

resilience abilities towards water deficit. 

Two pea genotypes were studied: Puget is a leaflet genotype while Kayanne is a genotype 

with the afila allele which transforms leaflets into tendrils (Supplementary Material, Figure 

S3). This leads to a lower leaf area in Kayanne than in Puget. However, the shoot-to-root ratio 

of Puget is lower than that of Kayanne, due to the greater development of its root system 

(Supplementary Material, Table S1).  

Two-week old Kayanne and Puget plantlets were subjected to a moderate and progressive 

water deficit after which plants were optimally re-watered allowing a period of recovery until 

harvest (Figure 19A). The effect of water deficit on both genotypes was evaluated at 

physiological maturity by measuring plant yield and yield components. Water deficit 

decreased Puget’s plant and seed biomasses, while Kayanne was not significantly affected 

(Figure 20A). The lower yield in Puget resulted from less seeds (-15%, Figure 20B) rather than 

from a decrease in individual seed weight. This indicates that Kayanne was more resilient 

towards a moderate 2-week water deficit applied during the vegetative phase than Puget. 

Stress tolerance and recovery capacities of both genotypes were compared during the water 

deficit period (3 sampling dates), and during the first two weeks of the re-watering phase (4 

 



100 

  

Figure 20: Plant yield and yield components at physiological maturity are affected by water deficit applied 

during the vegetative stage followed by a period of re-watering.  

(A) Total plant biomass was divided into seed biomass (dark grey) and non-reproductive organ biomass (light 

grey). (B) Number of seeds per plant. Values are means, bars represent standard deviations (n = 12). Different 

letters indicate statistically significant differences between treatments (ANOVA followed by SNK test, p < 

0.05). 

Figure 21: Plant growth during water deficit and subsequent re-watering.  

Total plant biomass was measured during the water deficit period (0, 7, 13 days) and after 3, 7, 10 and 15 days of re-

watering. For each genotype, data are presented as a percentage relative to the control plants. Asterisks indicate 

Student’s t-test significant differences between control and water deficit plants for a given genotype (black asterisk 

for Kayanne, grey asterisk for Puget; p < 0.05, n=6). 

Primary data are available in Supplementary Material, Table S1. 
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sampling dates, Figure 19A). Two types of plant variables were evaluated during this kinetics 

experiment: “structure variables” including plant biomass, plant leaf area and plant N 

amount, and “functional variables” characterizing the plants’ capacity to uptake and use 

carbon, nitrogen and water resources, such as RUE, NUE and WUE. These variables were 

linked together in a conceptual structure-function framework of plant functioning that was 

the basis of our analysis (Supplementary Material, Figure S2). Each variable was measured or 

calculated for each sampling date, condition and genotype and will be presented in the 

manuscript as a percentage relative to the control plants. Primary data are available in 

Supplementary Material, Table S1. 

3.2- Plant growth was similarly impacted during water deficit whatever the 

genotype while plant growth recovery initiation was genotype dependent. 

Total plant biomass is at the centre of our conceptual framework (Figure S2). Whatever the 

genotype, total plant biomass of WD plants, was reduced at the end of the stress period by 

around 18% as compared to WW plants (Figure 21). During re-watering, the sequence of 

Puget and Kayanne recoveries differed. The initiation of recovery, illustrated by an increase of 

the total plant biomass when expressed relative to the control, occurred between 3 and 7 

days in Kayanne and between 10 and 15 days for Puget. After two weeks of re-watering, plant 

biomass did not fully recover, as compared to WW plants, for either genotype (Figure 21).  

3.3- Water deficit affects water fluxes in both genotypes  

Biomass accumulation and water management are intimately linked and rely on plant ability 

to both uptake and use water (Supplementary Material, Figure S2). The effects of water 

deficit and subsequent re-watering on plant water fluxes were thus evaluated by measuring 

stomatal conductance, evapotranspiration, sRWU and WUE (Figure 22). After 7 days of water 

deficit, stomatal conductance was reduced by 38% and 44% in Kayanne and Puget, 

respectively (Figure 22A). By the end of the water deficit period, stomatal conductance of WD 

Kayanne had decreased by 56 % compared to the WW plants, while stomatal conductance of 

WD Puget returned to values similar to the control. This complete stomatal conductance 

recovery occurred 3 days post-stress in Kayanne (Figure 22A). In terms of evapotranspiration, 
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Figure 22: Water fluxes during water deficit and subsequent re-watering.  

(A) Stomatal conductance and (B) evapotranspiration were measured during the water deficit period (0, 

7, 13 days) and after 3, 7, 10 and 15 days of re-watering. (C) Specific root water uptake and (D) water use 

efficiency were calculated between two successive harvests. Genotype Kayanne is in black and Puget in 

grey. For each genotype, data are presented as a percentage relative to the control plants. Asterisks 

indicate Student’s t-test significant differences between control and water deficit plants for a given 

genotype (black asterisk for Kayanne, grey asterisk for Puget; p < 0.05, n=6).  

Primary data are available in Supplementary Material, Table S1. 

Figure 23: Leaf area and radiation use efficiency during water deficit and subsequent re-watering.  

(A) Leaf area was measured during the water deficit period (0, 7, 13 days) and after 3, 7, 10 and 15 days of re-

watering. (B) Radiation use efficiency was calculated between two successive harvests. Kayanne is in black and 

Puget in grey. For each genotype, data are presented as a percentage relative to the control plants. Asterisks 

indicate Student’s t-test significant differences between control and water deficit plants for a given genotype 

(black asterisk for Kayanne, grey asterisk for Puget; p < 0.05, n=6). Primary data are available in Supplementary 

Material, Table S1. 
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both genotypes behaved similarly, with a great reduction during water deficit (-65%) and a 

rapid and complete recovery observable at 3 days of re-watering (Figure 22B). Synchronized 

with the decrease in evapotranspiration during the WD period, a major reduction of about 

60% of the sRWU for both genotypes was observed. Following WD release, sRWU rapidly 

increased and even exceeded that of WW plants and this was maintained throughout the 2-

week re-watering period (Figure 22C). WUE increased in response to water deficit by 75% and 

68% for Kayanne and Puget respectively. During the re-watering period, WUE of WD plants 

decreased below that of control plants. After two weeks of re-watering, while WD plants of 

Puget displayed WUE similar to that of control plants, the WUE of WD plants of Kayanne was 

still 28% lower than that of WW plants (Figure 22D). Altogether these data show (i) a 

complete recovery for all the functional variables related to water fluxes for both genotypes, 

except for the WUE of the WD Kayanne plants and (ii) a delayed recovery for water uptake 

and use in Kayanne compared to Puget.  

3.4- Shoot functional but not structural components recovered fully after two 

weeks of re-watering  

Accumulation of biomass depends on structural components including leaf area which 

supports several functions such as photosynthesis and conversion of light radiation to 

biomass, called RUE (Supplementary Material, Figure S2). In response to water deficit, leaf 

areas of both genotypes were similarly decreased as compared to WW plants at the end of 

the water deficit period (by about 26%) and after two weeks of re-watering (by 23% and 21 % 

for Kayanne and Puget, respectively) (Figure 23A). RUE was decreased by 20 % and 31 % for 

Kayanne and Puget respectively during water deficit (Figure 23B). During the re-watering 

period, RUE quickly and completely recovered after 1 and 7 days for Puget and Kayanne,  

respectively. However, while RUE was maintained similar to WW values in Kayanne, RUE of 

Puget overcompensated and was 33 % higher than the control plants after two weeks of re-

watering (Figure 23B). These results underline that shoot structural and functional 

components were negatively impacted by water deficit but that only functional components 

fully recovered after two weeks of re-watering. Results also demonstrate that Kayanne’s 

shoot functional recovery occurred later than for Puget. 
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Figure 24: Biomass partitioning during water deficit and subsequent re-watering. 

(A) Shoot to root ratio, (B) nodule to nodulated root ratio and (C) nodule biomass were calculated and measured 

during the water deficit period (0, 7, 13 days) and after 3, 7, 10 and 15 days of re-watering. Genotype Kayanne is 

in black and Puget in grey. For each genotype, data are presented as a percentage relative to the control plants. 

(D) Evolution of the nodule number during water deficit and re-watering. A delay in the establishment of the 

second wave of nodulation is shown for Puget WD plants during the re-watering period (double arrowhead) 

compared to Puget WW and Kayanne WW and WD plants (arrowhead). WW=well-watered, WD= water deficit.  

Data are means ± SD (n=6). Asterisks indicate Student’s t-test significant differences between control and water 

deficit plants for a given genotype (black asterisk for Kayanne, grey asterisk for Puget; p < 0.05, n=6). Primary 

data are available in Supplementary Material, Table S1. 
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3.5- Water deficit and subsequent re-watering triggered changes in biomass 

allocation towards the nodule compartment in a genotype-dependent manner 

We next determined how water deficit and subsequent re-watering affected biomass 

partitioning between above- and below-ground organs. The evolution of the shoot/nodulated 

root biomass ratio is presented in Figure 24A. At the end of the water-deficit period, this ratio 

was lower for Kayanne plants subjected to WD by 20 % when compared to the WW plants. 

This trend was maintained during the re-watering period and could be explained by a 

maintenance of root growth together with a decrease of shoot growth (see Supplementary 

Material, Table S1 for individual values of roots and shoot biomasses). On the contrary, the 

shoot/nodulated root ratio of Puget recovered quickly during the re-watering period (Figure 

24A).  

Within the nodulated root system, biomass allocation in nodules decreased during the water 

deficit period as revealed by the reduction of the nodule/nodulated root ratio for both 

Kayanne (-33% after 13 days of stress) and Puget (-24%) (Figure 24B). This mainly resulted 

from decreased growth of pre-existing nodules (Figure 24C), as the total number of nodules 

was not (Puget) or only slightly (Kayanne) affected (Figure 24D). After water deficit release, 

the nodule/nodulated root ratio of the rehydrated plants progressively re-increased for both 

genotypes reaching the control level after one week of re-watering (Figure 24B). Interestingly, 

while in Kayanne this ratio was maintained similar to that of WW plants during the second 

week of re-watering, it continued to increase in Puget, reaching a 23% higher value in WD 

plants compared to WW plants (Figure 24B). This overcompensation resulted from an 

increased nodule number: after 15 days of re-watering, rehydrated Puget roots developed 

about 45 % more nodules than control plants (Figure 24D).  

A marked increase in nodule number was observed between 3 and 7 days of re-watering and 

corresponded to the initiation of a second wave of nodulation for the control plants of both 

genotypes, and for the WD plants of Kayanne (Figure 24D). Interestingly in WD Puget plants, 

this increase occurred between 7 and 10 days of re-watering.  
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Figure 25: Plant nitrogen status during water deficit and subsequent re-watering.  

(A) Total nitrogen amount and (B) nitrogen nutrition index (NNI) were determined during the 

water deficit period (0, 7, 13 days) and after 3, 7 and 15 days of re-watering. Genotype Kayanne is 

in black and Puget in grey. For each genotype, data are presented as a percentage relative to the 

control plants. Asterisks indicate Student’s t-test significant differences between control and 

water deficit plants for a given genotype (black asterisk for Kayanne, grey asterisk for Puget; p < 

0.05, n=6). Primary data are available in Supplementary Material, Table S1. 

Table 1: Photosynthesis and symbiotic nitrogen fixation activity (sNFA) after two weeks of water deficit and 

one week of re-watering.  

WW: well-watered plants, WD: plants subjected to water deficit. Values are means and SD standard 

deviations (n = 6). When differences between control and water deficit plants for a given genotype were 

significant (Student’s t-test; p < 0.05), the relative WD impact was calculated as (WD-WW)*100/WW. ns, 

not significant. 
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3.6- Plant nitrogen status was negatively impacted by water deficit then 

completely recovered, but with a different timing depending on the genotype. 

Having shown that biomass allocation towards the nodule compartment was differently 

affected in Puget and Kayanne, particularly during post-stress recovery, we next examined 

whether this had an impact on plant nitrogen status. In both genotypes, the total nitrogen 

amount accumulated in plants was significantly impacted by water deficit (-23 %), decreased 

to the same extent during the re-watering period (-38 %), and partially recovered at the end 

of the two-week re-watering period (Figure 25A). However, a difference in the timing of 

recovery was observed between genotypes: while it started after 3 days of re-watering in 

Kayanne, 10 days were required to initiate the recovery in Puget (Figure 25A). This difference 

in kinetics between the two genotypes was also observed for the plant nitrogen 

concentration (Supplementary Material, Figure S4A), and for the plant N status, which was 

estimated by calculating the Nitrogen Nutrition Index (NNI, Figure 25B). In contrast to the 

total N amount, NNI fully recovered at the end of the two-week re-watering period in both 

genotypes.  

Nitrogen Use Efficiency (NUE) was calculated in order to evaluate plant’s ability to use 

accumulated N for biomass production (Supplementary Data, Figure S4B). NUE was 

maintained for Puget and Kayanne during water deficit, but increased during the first days of 

the re-watering period up to 44% for Kayanne and 20% for Puget. Then NUE decreased to 

finish lower than that of control plants in both genotypes, but it occurred after 15 days of re-

watering for Kayanne and 13 days for Puget (Supplementary Material, Figure S4B).  

3.7- Combined 13CO2 and 15N2 labelling experiment highlighted different C and N 

uptake activities and allocations depending on the genotype  

Labelling experiments were performed in order to accurately assess how C and N uptake, and 

their allocation in the various plant organs were impacted during the water deficit period and 

after re-watering. The use of 13CO2 allowed to measure precisely C acquired by the plant 

through photosynthesis and its partitioning in the plant organs. Labelling plants with 15N2 

provided us with a precise measurement of daily SNF activity for each of the labelling 

experiment. The first labelling was performed at the end of the water deficit period and the 
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second after one week of re-watering (Figure 19B).  

Water deficit decreased plant photosynthesis by 23% and 8% for Kayanne and Puget, 

respectively, but there was a complete recovery for both genotypes after one week of re-

watering (Table 1). The specific nitrogen fixation activity (sNFA) was not significantly impacted 

at the end of the water deficit, neither for Puget nor for Kayanne (Table 1). After one week of 

re-watering, sNFA was 23% lower in WD plants than in WW plants only for Puget (Table 1).  

The C and N labelling experiment allowed to compare C and N allocations to the different 

plant organs (shoot, root and nodules) between the two genotypes (Table 2). In Kayanne only, 

water deficit increased C and N allocations to roots by 43% and 83%, respectively. However, C 

allocation to nodules was decreased for both genotypes, by 34% for Kayanne and 18% for 

Puget. After one week of re-watering, C and N allocations to roots and nodules of rehydrated 

Kayanne plants were similar to those of the control plants. For Puget, N allocations to roots 

was significantly reduced as compared (18%) to the control plants without any changes of C 

allocations. Regarding the nodule compartment, C and N allocations of water deficit plants 

reverted to values similar to those of control plants for Kayanne, but became higher than that 

of control plants (61% and 53% higher respectively) for Puget. This was in agreement with the 

evolution of the shoot/nodulated root ratio and the nodule/nodulated root ratio measured 

during the kinetics experiment (Figure 24). 

In conclusion water deficit and subsequent re-watering caused changes in carbon and 

nitrogen allocations to the nodulated root system in a genotype-dependent manner. 

 

4- Discussion 

Our study aimed at evaluating whether plant N nutrition could affect nodulated pea plant’s 

ability to recover after a drought period. Two pea genotypes displaying contrasted resilience 

abilities after a 2-week water deficit were studied: one (Kayanne) was able to maintain yield 

to the level of well-watered plants, while the other (Puget) was less resilient, showing a 12% 

decrease of yield in WD conditions (Figure 20). The major difference between the two 

genotypes under optimal watering conditions was that Kayanne allocated less biomass to 

underground organs (roots and nodules) than Puget (Supplementary Material, Table S1), 
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suggesting that different mechanisms in resource allocation and use could be established 

during drought tolerance and post-drought recovery.  

4.1- Similar tolerance levels to water deficit between the two genotypes but 

different mechanisms involved 

 The level of tolerance of each genotype to water deficit was estimated by measuring 

the overall plant growth at the end of the water deficit period (Figure 21). Because both 

genotypes were negatively affected to a similar extent, as illustrated by a similar decrease in 

the most integrative trait that is total plant biomass (Figure 21), we considered that Kayanne 

and Puget displayed the same level of tolerance to water deficit. This decrease in biomass 

acquisition induced by drought, classically observed in the literature, could be explained by a 

reduced carbon uptake arising from coordinated plant structural and functional changes, 

including a reduction of leaf area and a decrease in photosynthetic activity and radiation use 

efficiency (Figure 23 and Table 1), although we cannot exclude a higher respiration or root 

exudation (not measured in the present study). Carbon partitioning within the plant was 

modified and the nodule compartment was the most severely plant organ affected by water 

deficit (Figure 24, Table 2). This resulted in a decrease in SNF, a lowered Nitrogen Nutrition 

Index (NNI) and nitrogen concentration (Figure 25 and Supplementary Material, Figure S2). 

Altogether, these results are consistent with previous studies in pea (Lecoeur and Sinclair, 

1996; Mahieu et al., 2009; Prudent et al., 2016) and other legume crops (Chaves et al., 2003, 

2009). This decrease of SNF was not attributed to its functional component (nodule specific 

activity, sNFA Table 1), but rather to its structural component (nodule biomass, Figure 24C). 

Such strategy has already been observed in Medicago truncatula, when Jeudy et al. (2010) 

characterized structural rather than functional changes in SNF, in split root systems where a 

local suppression of SNF was applied through a partial root deprivation of N2 (Ar/O2 instead of 

air). This could illustrate the optimization of plant N supply at a lower carbon cost during a 

water deficit period.  

Although the two genotypes displayed a similar level of tolerance towards water deficit on a 

plant biomass basis, our results showed that the mechanisms involved were distinct. One of 

the most significant differences between the two genotypes concerned the maintenance of 

water status during water deficit. This was revealed by a decrease in stomatal conductance 
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for Kayanne over a longer period than Puget, together with a greater increase in water use 

efficiency (Figure 22). Moreover, Kayanne favoured root growth at the expense of nodule 

growth while Puget only slightly decreased nodule growth while maintaining C allocation to 

the root system (Figure 24 and Table 2). The decrease in nodule biomass was explained by a 

reduction in individual nodule biomass, which was associated with a decrease in nodule 

number for Kayanne only (Figure 24D). This feature illustrates the genotype-dependent 

responses of nodules to water deficit in pea, and extends observations showing a 

concomitant decrease in the number and the size of the determinate nodules of soybean 

during water deficit (Fenta et al., 2012 ; Sinclair et al., 1988). To our knowledge, such legume 

intra-specific differences in adaptive responses to water deficit (relative to water status and C 

allocation to nodule compartment) have never been reported so far.  

4.2- Contrasted strategies between genotypes during the re-watering period might 

explain differences in recovery efficiency and ultimately resilience  

Although the two genotypes had similar reduced growth at the end of the water deficit, their 

yield were differentially affected at physiological maturity (Figure 20), suggesting that the 

resilience of each genotype could depend on the efficiency to recover during the re-watering 

period. The use of our conceptual structure-function framework linking C, N and water fluxes 

at the whole plant level allowed us to compare the dynamics of recovery of each process with 

respect to the dynamics of plant biomass recovery, and to identify key processes which could 

explain a better recovery efficiency (Figure 26). To that aim, and for each trait, we considered 

various parameters such as the latency time to initiate the recovery, the rate of the process’s 

response and the gap (Δ) between the value of the process under WD and WW conditions 

(Figure 26A).  

Based on plant total biomass, which is at the centre of our conceptual framework (Figure 

26B), there was no complete recovery after two weeks of re-watering. Nevertheless, a 

recovery response was initiated in both genotypes but with different latency times: after 3 to 

7 days in Kayanne and after 10 to 15 days in Puget. Because the latency time to initiate a 

recovery response for plant growth was not synchronized with the latency time to initiate a 

recovery for C-related traits (leaf area, photosynthesis, RUE), this suggests that other 

processes underlie overall plant recovery. Water fluxes, even if they were affected by re- 
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Figure 26 : Theoretical and conceptual frameworks for the analysis of plant drought resilience.  
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watering, could neither explain differences between genotypes because they were not 

synchronized with the plant growth recovery response. A fast and complete recovery of 

evapotranspiration, associated with a lower WUE could reflect a delay between the 

reactivation of water uptake and the reactivation of water use for metabolism after re-

watering, similarly to the delay observed between the reactivation of N uptake and N 

metabolism after a drought event in Medicago truncatula (Larrainzar et al., 2009).  

The genotype-dependent dynamics of recovery of overall plant N status (Nitrogen Nutrition 

Index, Figure 25B; plant N concentration, Supplementary Material, Figure S4) were very close 

to that of total biomass, suggesting that N acquisition could be a key process underlying plant 

recovery after water deficit in pea. This is consistent with the study from Lyon et al. (2016), 

which focused on metabolome and proteome responses of nodulated Medicago truncatula 

plants during drought and recovery and which suggested that the availability of an amino 

acids pool is essential for enabling a drought recovery, thus highlighting the tight link between 

N compound availability and biomass recovery. The relaunch of N acquisition through SNF 

could be explained by an increase in the intrinsic ability of the nodule to fix N2 (sNFA) or/and 

an increase of nodule biomass (which could result from increased nodule growth or increased 

nodule number). In our study, from a functional point of view, although sNFA was not 

significantly decreased at the end of the water deficit for both genotypes, it was lower after 7 

days of re-watering for WD Puget plants when compared to WW plants but not for Kayanne. 

This can either mean that sNFA of WD Kayanne plants was maintained at a level similar to 

that of WW plants throughout the follow-up period, or that the sNFA decreased but rapidly 

recovered after 7 days of re-watering contrary to what was observed for Puget. This latter 

(A) Theoretical framework of plant resilience ability. The resilience process can be divided into drought tolerance and 

post-stress recovery. The curve represents the value of a given physiological process expressed as a percentage 

relative to the control plants, which decreases during water deficit, and recovers during the re-watering period until it 

reaches a plateau. The ability to recover can be characterized through four variables which are: the latency time to 

nitiate a recovery, the rate of recovery, the return time to reach the plateau and delta (∆), the difference of the value 

of the trait at the plateau between the well-watered plants and the plants subjected to water deficit.  

 (B) Conceptual structure-function ecophysiological framework of plant recovery after water deficit. Variables related 

to carbon fluxes are in green, variables related to water fluxes are in blue, variables related to nitrogen fluxes are in 

orange. Kayanne genotype is in black and Puget genotype is in grey dotted line. Curves represent schematic data of 

plants having experienced a water deficit, and are expressed in percentage relative to the control plants. Variables 

shown in this study to play a major role in post-stress recovery in pea are framed with bold lines.  

NUE: Nitrogen Use Efficiency; sNFA: specific Nitrogen Fixation Activity; RUE: Radiation Use Efficiency; WUE: Water Use 

Efficiency; sRWU: specific Root Water Uptake 
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hypothesis is favoured when looking at i) the dynamics of plant nitrogen concentration and 

total nitrogen amount and ii) because sNFA can recover rather quickly despite being sensitive 

to water deficit (Naya  et al., 2007; Nasr Esfahani  et al., 2014).  

From a structural point of view, structural components of N2 fixation such as the nodule 

proportion in the nodulated root system fully recovered after re-watering, as previously 

reported for changes of plant N status (Jeudy  et al., 2010; Prudent  et al., 2016). Specifically, 

for Puget, a delay in the initiation of the second nodulation wave was observed, as well as an 

overcompensation for the nodule proportion in the nodulated root system explained by a 

higher number of nodules initiated during the second wave of nodulation for the WD plants 

(Figure 24D). We previously showed that in pea cv Caméor, the intensity of nodule initiation 

following drought was driven by the value of the Nitrogen Nutrition Index (NNI) after drought 

(Prudent et al., 2016). Because N status in Puget was more impaired by drought and during a 

longer time than in Kayanne (NNI, Figure 25B), probably because this genotype favoured C 

acquisition with a quick restoration of RUE together with a lesser C allocation to nodulated 

roots, it is tempting to speculate that Puget initiated an intensive nodule formation to offset 

its N deficiency. Over-compensatory recovery has already been reported by Xu et al. (2010) 

for mild water deficit in grass species, but only concerned traits related to C acquisition. Our 

study suggests that over-compensatory C allocation towards nodules during recovery in Puget 

was detrimental for the overall plant growth. Indeed, there is usually a trade-off for C use 

between roots and nodules to reach an optimal equilibrium between benefits related to SNF 

and C cost for nodule formation and functioning without impairing root development (Hacin 

et al., 1997; Tricot et al., 1997). In some cases, such as in hypernodulating mutants for which 

the autoregulation of the nodulation is disrupted (see the review from Mortier et al., 2012), 

many pleiotropic effects including shoot growth and yield depression have been reported 

(Novak et al., 2011). Our data suggest that a finely tuned nodule number initiation during the 

post-stress period is critical to ensure optimal N nutrition without excessive C costs (case of 

Kayanne), leading to plant growth recovery and contributing the N pool available for 

remobilisation to the seeds later on during the reproductive period (Schiltz et al., 2005; Zeiher 

et al., 1982).  

Thus, two different recovery strategies can be distinguished with i) Kayanne which initiates its 

nitrogen nutrition recovery early, gradually leading to a complete growth recovery and ii) 
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Puget which initiates first its water status and RUE recoveries, then its nitrogen nutrition, in a 

later but faster manner, with some detrimental overcompensations with high carbon cost, 

finally leading to loss of yield. Altogether these results support our original working 

hypothesis, that a quick and strict adjustement of the number of nodules to plant growth 

needs is a key trait for an efficient post-drought recovery. 

4.3- Conclusion 

The capacity of legume plants to be resilient when they face water deficit comprises their 

ability to tolerate the stress but also to efficiently recover post-stress. Our study highlights a 

genotype-dependent drought resilience of pea plants and contributes to the identification of 

key traits which could help in the design of pea ideotypes better adapted to fluctuating soil 

water conditions. Although the processes related to C, N and water fluxes did not display 

similar kinetics of recovery, we observed a synchronized recovery of plant growth and plant N 

nutrition. Our results emphasized for the first time that a quick recovery initiation of N 

acquisition, associated with a fine-tuning of nodule formation which allows benefits from SNF 

at low C cost, could be essential for yield stability after drought. As such, this study thus 

deepens our knowledge on post drought recovery. It demonstrates that a  strategy relying on 

maintaining its nitrogen status confers legume plant a better ability to post-drought recover 

than if the plant was addressing first its water and carbon status changes before its nitrogen 

status. 
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7- Supplementary material 

Supplementary Figure S1:  

Evolution of the percentage of the water holding capacity of the substrate during the water 
deficit and subsequent re-watering. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

The water holding capacity of the substrat was estimated on 10 substrate aliquots by 

saturating the substrate with water and drying 7 days at 110°C. Then, because each pot was 

weighted before each of the four daily waterings, the evolution of the water holding capacity 

of the substrate was calculated for each pot, four times a day. 
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Supplementary Figure S2:  

Conceptual structure-function ecophysiological framework.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conceptual structure-function ecophysiological framework. Variables related to carbon fluxes 

are in green, variables related to water fluxes are in blue, variables related to nitrogen fluxes 

are in orange. 
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Supplementary Figure S3 

Pictures of shoots from genotypes Kayanne (A) and Puget (B) and nodulated roots from 

Kayanne (C, E) and Puget (D, F) after four-weeks growth.  
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Supplementary Figure S4:  

Effect of water deficit and subsequent re-watering on plant nitrogen related traits.  

 (A) Plant nitrogen concentration was determined during the water deficit period (0, 7, 13 
days) and after 3, 7 and 15 days of re-watering and (B) Nitrogen Use Efficiency (NUE) was 
calculated between two successive harvests. Kayanne is in black and Puget in grey. For each 
genotype, data are presented as a percentage relative to the control plants. Asterisks indicate 
Student’s t-test significant differences between control and water deficit plants for a given 
genotype (black asterisk for Kayanne, grey asterisk for Puget; p < 0.05, n=6).  
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III- Conclusion du chapitre 

De nombreuses études se sont intéressées à la tolérance des légumineuses au stress 

hydrique. En revanche, peu de travaux ont jusqu’ici été menés sur la période de récupération 

qui suit un épisode de stress hydrique. De plus, ces études se limitent régulièrement à un 

unique point d’analyse après une période de ré-arrosage, sans prendre en compte la 

dynamique de réponse.  

A-Synthèse des principaux résultats 

L’application d’un déficit hydrique a permis de mettre en évidence un niveau de tolérance au 

manque d’eau similaire pour les 2 génotypes de pois étudiés. Une baisse de la biomasse 

totale de la plante due à une baisse du prélèvement de carbone a ainsi été observée, le 

compartiment nodulaire correspondant au compartiment le plus fortement affecté. Bien que 

les impacts soient de même niveau, des différences de mécanismes entre génotypes ont tout 

de même étaient mis en avance au niveau du maintien du statut hydrique de la plante d’une 

part - Puget retournant à un statut hydrique similaire à celui des plantes contrôles durant la 

période de stress contrairement à Kayanne - et de la gestion des allocations carbonées au 

système racinaire nodulé d’autre part - Kayanne favorisant l’allocation aux racines au dépend 

des nodosités Puget ne faisant que diminuer l’allocation aux nodosités.  

Des réponses contrastées lors de la période de récupération ont également été soulignées et 

pourrait en partie expliquer les inégalités de niveau de résilience observés entre les deux 

génotypes, le rendement étant négativement affecté par le déficit hydrique uniquement pour 

le génotype Puget. En effet, l’analyse dynamique de la récupération nous a permis de mettre 

en évidence une variabilité dans la cinétique de récupération, principalement en ce qui 

concerne le statut azoté de la plante. Des différences au niveau du temps de latence avant 

l’initiation de la récupération, au niveau de la vitesse à laquelle s’effectue la récupération ainsi 

qu’au niveau de l’écart entre l’état atteint et celui des plantes n’ayant pas subies le stress. 

Nous avons notamment une récupération de l’indice de nutrition azoté complète après deux 

semaine de ré-arrosage pour les deux génotypes mais initiée plus précocement et 

s’effectuant plus progressivement pour le génotype Kayanne que pour le génotype Puget. De 

la même manière, un retard dans l’initiation de la seconde vague de nodulation par rapport 
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aux plantes contrôles ainsi qu’une surcompensation du nombre de nodosité est observée 

pour le génotype Puget. 

Deux stratégies ont donc ainsi pu être distinguées, celle du génotype Kayanne, qui initie sa 

récupération de manière précoce et qui permet un retour progressif à un état similaire à celui 

des plantes contrôles, et celle du génotype Puget, qui initie sa récupération plus tard mais de 

manière plus rapide et qui va jusqu’à une surcompensation. 

B- Conclusion 

Cette étude renforce tout d’abord la nécessité de prendre en compte la période de 

récupération après un stress hydrique dans l’évaluation de la résilience au manque d’eau.  

Ces résultats mettent également en évidence l’importance de la gestion de la nodulation et 

de la fixation de l’azote atmosphérique lors du ré-arrosage pour permettre un maintien du 

rendement. Ainsi, la capacité à réajuster rapidement et rigoureusement la formation de 

nodules à ses besoins de croissance semble être un avantage permettant une complète 

récupération. En revanche, l’initiation de nouveaux nodules après un déficit en eau retardée 

par rapport aux plantes contrôle et en quantité plus importante pourrait représenter un coût 

énergétique trop important et se faire au détriment de la croissance de la plante et 

finalement avoir un impact négatif sur le rendement. 
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Chapitre 3 : 
 

Identification des bases moléculaires sous-

jacentes à la récupération au sein du 

système racinaire nodulé du pois  
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I- Objectif et démarche 

Dans les chapitres précédents, nous avons analysé les réponses écophysiologiques de deux 

génotypes de pois, Kayanne et Puget lors d’un déficit hydrique suivi d’une période de ré-

arrosage. Nous avions alors pu mettre en évidence que les deux génotypes présentaient une 

capacité de résilience contrastée, expliquée en partie par la cinétique de récupération post- 

stress de certains processus clés impliqués dans la nutrition azotée. Nous avons montré que 

Kayanne initiait la récupération de manière plus précoce que Puget, et de manière 

progressive, induisant un retour à un état similaire à celui des plantes contrôles. Le génotype 

Puget, quant à lui, initie sa récupération plus tardivement mais de manière plus rapide et 

intense, entrainant un phénomène de surcompensation du nombre de nodosités formées. 

Ceci implique un coût en carbone important et peut se faire au détriment de la croissance des 

autres organes impactant de ce fait le rendement. Nous en avons donc déduit que pour avoir 

une meilleure stabilité du rendement à maturité physiologique, il fallait que la plante initie 

rapidement sa récupération après un déficit hydrique, pour l’acquisition d’azote, en ajustant 

avec précision la quantité de nouvelles nodosités mises en place. Dans ce troisième chapitre, 

afin de mieux caractériser les bases moléculaires de la récupération des racines nodulées 

après un déficit hydrique, nous avons choisi de caractériser et comparer les processus 

moléculaires mis en place par les deux génotypes à la fin de la période de déficit hydrique et 

lors de la période de ré-arrosage.  

Le développement de nouvelles technologies permettant de mesurer, à grande échelle, 

l’activité cellulaire au niveau du transcriptome, du protéome ou du métabolome a permis 

l’émergence des données dites « omiques » c’est-à-dire de vastes ensemble de données à des 

échelles biologiques différentes. La disponibilité des génomes a permis le développement de 

ces technologies d’analyse à haut débit et la récente publication du génome du pois (Kreplak 

et al., 2019), nous donne l’opportunité de réaliser ces études multi-échelles sur cette 

légumineuse cultivée. En particulier, les études transcriptomiques par séquençage d’ARN 

(RNA-seq) sont ainsi facilitées, puisque les lectures issues du séquençage peuvent être 

directement alignées sur le génome, et ne sont plus assemblées de novo. 

Cependant, les mécanismes allant de la transcription de gènes à l’accumulation de 

métabolites, sont très complexes du fait des nombreuses régulations qui existent à 
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différentes étapes (transcriptionnelles, traductionnelles, post-traductionnelles, au niveau des 

activités enzymatiques, transport de métabolites, ...). Ainsi, l’objectif est d’intégrer les 

informations de ces différents niveaux d’études pour produire une vision globale des 

mécanismes de régulation. Ainsi, l’acquisition de données quantitatives à haut débit allant de 

l’expression de gènes (transcriptomique), à l’accumulation de protéines (protéomique) ou de 

métabolites (métabolomique) et l’intégration de différents types de données peut être une 

aide puissante pour identifier de nouveaux candidats (gènes, protéines, métabolites, etc.) 

impliqués dans le développement des plantes ou leur adaptation aux contraintes 

environnementales. 

Ces approches « multi-omiques » ont largement été utilisées afin de comprendre les réponses 

des plantes au stress hydrique (pour revue voir (Parreira et al., 2016). La combinaison en 

particulier de données transcriptomique et métabolomique a largement été utilisée dans 

l’étude du stress hydrique chez différentes espèces telles que le peuplier (Hamanishi et al., 

2015), le tournesol (Moschen et al., 2017) ou encore l’astragale, une légumineuse (X Jia et al., 

2016). Cette approche multi-omique a également été utilisée dans deux études récentes 

s’intéressant aux réponses au stress hydrique ainsi qu’à la période de ré-arrosage qui suit ; 

une première chez une graminée, Panicum virgatum (Meyer et al., 2014) a permis de mettre 

en évidence une forte modification de l’expression des gènes au cours des premières heures 

de ré-arrosage ainsi que des relations non linéaires entre l'expression génique, l'abondance 

des métabolites et la physiologie de la plante. Une seconde étude chez Medicago truncatula 

(Zhang et al., 2014) a quant-à-elle permis de mettre en évidence la participation du myo-

inositol et de la proline dans la tolérance à la sécheresse. 

Bien que la combinaison d’approches la plus largement retrouvée dans la littérature intègre 

des données de transcriptomique avec des données de métabolomique ou protéomique, les 

phytohormones constituent un acteur clé du développement et du fonctionnement de la 

plante (Klee et al., 2011) et de sa réponse aux stress (Verma et al., 2016). Les phytohormones 

occupent également un rôle important dans le développement des racines et lors de la mise 

en place de la symbiose ainsi que dans la régulation du nombre de nodosités chez les 

légumineuses (Chapitre 1, Section III-4-d). De plus, le rôle de certaines de ces phytohormones 

est antagoniste vis-à-vis de l’organogénèse des racines et des nodosités, comme par exemple 

les cytokinines qui régulent positivement la nodulation mais négativement  
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Figure 27 : Design expérimental utilisé pour analyser les réponses au déficit hydrique et au ré-arrosage.  
L’expérience a été réalisée avec deux génotypes, Kayanne et Puget. Le déficit hydrique (WD) a été appliqué lors de la 
période végétative (stade 3 feuilles) durant 2 semaines. Les plantes sont ensuite ré-arrosées normalement jusqu’à 
maturité physiologique. Les étoiles oranges indiquent les prélèvements effectués pour caractériser les réponses 
écophysiologiques (Chapitre 2) et les croix vertes indiquent les prélèvements utilisés pour caractériser les mécanismes 
moléculaires sous-jacents. Pour chaque date de prélèvement et chaque génotype, les racines et les nodosités de 12 
plantes ont été prélevées puis poolées en 4 répétitions. Cinq dates de prélèvement ont été choisies pour des analyses 
transcriptomque (RNA-seq), métabolomiques (GC-MS) et d’accumulation de phytohormones (LC-MS). (fin de période 
de stress hydrique, 4h de ré-arrosage, 1 jour, 3 jours et 6 jours de ré-arrosage ; dates soulignées). Les échantillons 
correspondants aux autres prélèvements sont conservés à -80°C pour des analyses complémentaires. 
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le développement racinaire (Chapitre 1, Section III-4-d). Ainsi, il nous a paru essentiel de les 

intégrer dans une approche « multi-omique ».  

Les objectifs de ce chapitre étaient de comparer les réponses moléculaires des génotypes 

Kayanne et Puget, en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage afin d’identifier des voies 

métaboliques/gènes régulés de manière différente entre génotypes et qui pourraient 

permettre d’expliquer les différences de réponses mises en évidence dans le Chapitre II. Ces 

différences concernant principalement l’acquisition de l’azote, nous nous sommes focalisés 

sur les nodosités et les racines. Pour ce faire, une étude du transcriptome (par RNA-seq), du 

métabolome (non ciblée, par GC-MS) et de l’accumulation des phytohormones (ciblée, par 

LC-MS) a été réalisée sur les racines et les nodosités à la fin de la période de déficit hydrique 

et lors d’une cinétique fine pendant les deux semaines de ré-arrosage post-déficit hydrique 

(Figure 27). Cette cinétique nous a permis d’analyser : i) la réponse racinaire et nodulaire en 

réponse au déficit hydrique, ii) les réponses très précoces (après 4 heures et 1 jour de ré-

arrosage), iii) les réponses précoces (après 3 jours de ré-arrosage) et iv) les réponses plus 

tardives (après 6 jours de ré-arrosage) mises en place lors de la phase de récupération chez 

les deux génotypes (Figure 27).  

II. Matériels et méthodes 

A- Conditions de culture des plantes et prélèvements  

Les prélèvements de racines et de nodosités destinés aux analyses « omiques » ont été 

réalisés lors de l’expérimentation de caractérisation écophysiologique de la réponse au déficit 

hydrique et au ré-arrosage présentée dans le chapitre 2. Les conditions de culture et le 

traitement hydrique appliqués sont donc identiques à ceux présentés dans la partie 

« matériels et méthodes » du chapitre 2 (cf page 81). 

La cinétique des prélèvements réalisés est présentée sur la Figure 27. Au total, 10 

prélèvements ont été effectués avec 3 prélèvements lors de la période de déficit hydrique (0, 

7 et 13 jours de déficit hydrique) et 7 prélèvements lors de la période de ré-arrosage, 

correspondant à 4 heures et 1, 2, 3, 6, 10 et 14 jours de ré-arrosage (Figure 27). Pour chacune 

de ces dates, 12 plantes par génotype et par condition hydrique ont été prélevées. La partie 

racinaire a été séparée de la partie aérienne puis installée sur une plaque en acier inoxydable 
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refroidie au préalable à l’azote liquide. Un maximum de nodosités, a été prélevé en 10 

minutes afin d’éviter la dégradation des ARNs. Tous les types de nodosités ont été prélevés, à 

savoir les nodosités jeunes et non fixatrices (caractérisées par leur forme ronde et leur 

couleur blanche), les nodosités fixatrices (allongées et de couleur rose dû à la présence de la 

leghémoglobine) et les nodosités sénescentes, non fixatrices (notamment lors des 

prélèvements les plus tardifs, de couleur verte en raison de la dégradation de la 

leghémoglobine conduisant à la formation de biliverdine). Ces nodosités ainsi que les racines 

dénodulées sont ensuite congelées dans de l’azote liquide avant d’être stockées à -80°C. 

Lorsque le temps ne permettait par un retrait de toutes les nodosités en 10 min (notamment 

lors des stades les plus avancés de développement), les prélèvements ont été effectués de 

manière homogène au sein du système racinaire afin d’avoir une représentation globale des 

nodosités présentes, et seule la partie du système racinaire complètement dénodulée a été 

prélevée. 

Pour chaque prélèvement, les 12 plantes ont été regroupées en 4 pools de 3 plantes (Figure 

27). Ces pools ont ensuite été broyés à l’azote liquide jusqu’à obtenir une poudre fine, et 

stockés à -80°C. Pour des questions de dimensionnement de l’expérimentation, les analyses 

RNA-seq, GC-MS et LC-MS ont été effectuées sur 3 des 4 pools disponibles et cela pour 5 des 

10 prélèvements réalisés (Fin de stress, 4h, 1J, 3J et 6J de ré-arrosage, Figure 27), soit un total 

de 120 échantillons (3 répétitions x 5 prélèvements x 2 organes x 2 génotypes x 2 traitements 

hydriques). Les mêmes poudres ont été utilisées à la fois pour les analyses transcriptomique, 

métabolomique et les dosages de phytohormones. Les prélèvements destinés à ces analyses 

ont été sélectionnés afin de nous fournir des données de fin de période de déficit hydrique et 

sur la mise en place de la récupération. Les différences de cinétique de récupération entre les 

deux génotypes mises en évidence dans le chapitre 2 étant situées entre 3 et 7 jours de ré-

arrosage (Chapitre 2, Figure 24) nous avons choisi comme dernier point d’analyse le 

prélèvement à 6 jours de ré-arrosage afin de nous permettre d’identifier les bases 

moléculaires sous-jacentes à ce décalage. 

B- Dosage de phytohormones 

L’analyse LC-MS (Liquide Chromatography - Mass Spectrometry) des échantillons a été 

réalisée sur la Plateforme de Chimie / Métabolisme / Métabolome de l’Observatoire du 

végétal, à l’INRA de Versailles-Grignon.  
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1- Extraction 

Pour chaque échantillon, 30 mg de poudre fraîche ont été extraits avec 0,8 ml d'une solution 

acétone/eau/acide acétique (80/19/1 ; v/v/v). L'acide abscissique, l'acide salicylique, l'acide 

jasmonique, l’acide indole-3-acetique et les isotopes marqués stables de cytokinines, utilisés 

comme étalons internes, ont été préparés comme décrit dans Le Roux et al., (2014). Un ng de 

standard de chaque hormone et 0,5 ng de standard cytokinines ont été ajoutés à 

l'échantillon. L'extrait est vigoureusement agité pendant 1 minute, traité aux ultrasons 

pendant 1 min à 25 Hz, agité pendant 10 minutes à 10 °C dans un Thermomixer (Eppendorf®), 

puis centrifugé (8000 g, 10 °C, 10 min). Le surnageant est collecté et le culot est ré-extrait 

deux fois avec 0,4 ml de la même solution d'extraction. Après centrifugation, les 3 

surnageants sont poolés et séchés (volume final 1,6 ml). 

2- Analyse et quantification 

Chaque extrait sec a été dissous dans 100µL d’une solution d’acétonitrile / eau (50/50 ; v/v), 

filtré et analysé à l’aide d’un chromatographe liquide ultra performant Waters Acquity couplé 

à un spectromètre de masse quadripolaire Waters Xevo TQS (UPLC-ESI-MS). Les composés 

ont été séparés sur une colonne en phase inverse (Uptisphere C18 UP3HDO, granulométrie 

100 * 2,1 mm * 3 µm; Interchim, France) avec un débit de 0,4 mL.min-1 et un gradient binaire 

: (A) acide acétique à 0,1 % dans l'eau (v/v) et (B) acétonitrile avec 0,1 % d'acide acétique, la 

température de la colonne était de 40 °C. Pour l'acide abscissique, l'acide salicylique, l'acide 

jasmonique et l'acide indole-3-acétique les gradients binaires suivant ont été utilisés (durée, 

% A) : (0 min, 98 %), (3 min, 70 %), (7,5 min, 50 %), (8,5 min, 5 %), (9,6 min, 0 %) (13,2 min, 98 

%), (15,7 min, 98 %) et pour les cytokinines (durée, % A): (0 min, 95 %), (13 min, 40 %), (16 

min, 0 %), (16,5 min, 95 %). La spectrométrie de masse a été réalisée en électrospray et en 

mode balayage avec surveillance des réactions multiples (mode MRM), en mode ion positif 

pour l'acide indole-3-acétique et en mode ion négatif pour les autres hormones. Les 

paramètres instrumentaux sont les suivants : capillaire de 1,5 kV (mode négatif), température 

du bloc source et du gaz de dissolution à 130 °C et à 500 °C, respectivement. Pour chacun des 

échantillons, la quantification de phytohormone a été normalisée par la biomasse de poudre 

fraiche utilisée.  
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3- Analyse statistique 

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel R, version 3.5.3. L’effet du 

traitement hydrique sur le dosage des différentes phytohormones a été testé pour chaque 

organe, pour chaque génotype et à chaque prélèvement. Pour cela des tests de Student ont 

été effectués (fonction « t.test ») et seules les différences avec un p-value inférieure à 0.05 

sont considérées comme significatives. 

C- Analyse métabolomique par GC-MS 

L’analyse GC-MS (Gaz Chromatography - Mass Spectrometry) des échantillons a été réalisée 

sur la Plateforme de Chimie / Métabolisme / Métabolome de l’Observatoire du végétal, à 

l’INRA de Versailles-Grignon. Les étapes de ce protocole sont issues des travaux de Fiehn 

(2006) et Fiehn et al., (2008).  

1- Extraction 

Pour chaque échantillon, 50 mg de poudre congelée ont été remis en suspension dans 1 ml 

d’une solution d’eau : acétonitrile : isopropanol (2 : 3 : 3) à -20°C contenant du ribitol à 4 

µg/ml et extraits pendant 10 minutes à 4 °C sous agitation à 1400 tr/min. La matière insoluble 

est séparée par centrifugation à 20 000 g pendant 5 minutes et 50 µl sont prélevés et séchés 

pendant une nuit à 35 °C à l’aide d’un Speed-Vac. 

2- Dérivation 

Dix µl de méthoxyamine à 20 mg/ml dans de la pyridine ont été ajoutés aux échantillons et la 

réaction a été réalisée pendant 90 minutes à 28 °C sous agitation continue dans un 

mélangeur thermomécanique Eppendorf. Cinquante µl de N-méthyl-N-triméthylsilyl-

trifluoroacétamide (MSTFA, Sigma M7891) ont ensuite été ajoutés et la réaction a été 

poursuivie pendant 30 minutes à 37 °C. Après refroidissement, 45 µl ont été transférés dans 

un flacon d’Agilent pour injection. 

3- Analyse 

Quatre heures après la dérivation, 1 µl d'échantillon a été injecté en modes « Splitless » et 
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« Split » (1:30) dans un chromatographe en phase gazeuse Agilent 7890A couplé à un 

spectromètre de masse Agilent 5977B. La colonne utilisée est une colonne Rxi-5SilMS de 

Restek. Le revêtement (Restek #20994) a été changé avant chaque série d’analyse de 24 

échantillons. La rampe de température du four était de 70 °C pendant 7 minutes, puis 

augmentait de 10 °C/minute jusqu’à 330 °C pendant 5 minutes (38 minutes au total), avec un 

débit d'hélium constant de 0,7 mL/min. Les températures étaient les suivantes : injecteur : 

250 °C, conduite de transfert : 290 °C, source : 250 °C et quadripole 150 °C. Cinq balayages 

par seconde ont été acquis sur une plage de 50 à 600 Da. Les échantillons ont été 

randomisés. Quatre contrôles de qualité différents ont été injectés au début et à la fin de 

l'analyse pour surveiller la stabilité de la dérivation. Un mélange d'alcanes (C10, C12, C15, 

C19, C22, C28, C32, C36) a été injecté au milieu de la file d'attente pour calibration externe. 

Cinq scans par seconde ont été acquis. Une injection en mode « split » avec un rapport de 

1:30 a été systématiquement réalisée dans les conditions suivantes : 70 °C pendant 2 minutes 

puis une augmentation de 30 °C par minute jusqu’à 330 °C pendant 5 minutes, avec un débit 

constant d’hélium à 1 mL/min. Trois dérivations indépendantes du contrôle de qualité ont été 

injectées au début, au milieu et à la fin de la série. 

4- Traitement des données 

Les fichiers de données Agilent bruts ont été convertis au format NetCDF et analysés avec 

AMDIS (http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/). L’identification des métabolites a été 

réalisée à partir d’une banque d'indices de rétention/spectre de masse construite à partir des 

bases de données NIST (https://www.nist.gov/pml/atomic-spectra-database), Fiehn 

(https://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/softwaredev) et Golm (http://gmd.mpimp-

golm.mpg.de) et à partir de composés standards. Les surfaces des pics ont été déterminées à 

l'aide du logiciel Targetlynx (Waters) après conversion du fichier NetCDF au format masslynx. 

Les données AMDIS et Target Lynx en modes Splitless et Split 30, ont été compilés dans un 

seul fichier Excel à des fins de comparaison. Après soustraction de la moyenne du blanc, les 

surfaces de pic ont été normalisées avec un standard interne, le ribitol, ainsi que par la 

biomasse de poudre fraiche utilisée. 

http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/
https://www.nist.gov/pml/atomic-spectra-database
https://fiehnlab.ucdavis.edu/projects/softwaredev
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
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5- Quantification absolue 

Un coefficient de réponse a été déterminé sur 4 ng pour 80 métabolites, et pour la même 

quantité de ribitol. Ce facteur a été utilisé pour donner une estimation de la concentration 

absolue du métabolite («étalonnage en un point ») exprimée en nmol par mg de poids frais 

(nmol/mg FW, Fresh Weight). Pour les autres métabolites, les concentrations sont exprimées 

en Unité Arbitraire par mg de poids frais (UA/mg FW). 

6- Analyses statistiques 

Pour chaque métabolite et pour les 3 réplicats de chaque prélèvement, l’écart à la moyenne a 

été calculé comme suit : (Rn - MoyR1-3) / MoyR1-3 ; R correspondant à la valeur du réplicat, n 

au numéro du réplicat et MoyR1-3 à la moyenne des trois réplicats. Tous les réplicats avec un 

écart à la moyenne supérieur à 50 % ont été retirés. Pour chaque condition (génotype x 

traitement hydrique x prélèvement) seules les données pour lesquelles le métabolite a été 

détecté dans au moins deux réplicats sur trois ont été conservées.  

Les métabolites différentiellement accumulés en réponse au déficit hydrique ou au ré-

arrosage ont été identifiés par une ANOVA à un facteur (p-value < 0.05). Les analyses 

présentées dans ce chapitre ont été effectuées sur ces métabolites différentiellement 

accumulés. Des clustering hiérarchiques des données d’accumulation des métabolites, 

visualisés grâce à des heatmap, ont été réalisés grâce à la fonction pheatmap (package 

pheatmap, version 1.0.12) afin d’identifier des groupes (ou clusters) de métabolites 

présentant des profils d’accumulation similaires. Une analyse des voies métaboliques 

associées à ces différents clusters a ensuite été effectuée en utilisant MetaboAnalyst 

(https://www.metaboanalyst.ca). La bibliothèque de référence utilisée est celle d’Arabidopsis 

thaliana (KEGG) et l’analyse de sur-représentation utilise le test exact de Fisher (p < 0.001).  

Pour l’analyse ciblée de la fixation symbiotique dans les nodosités (Figure 46) et du 

métabolisme du carbone et de l’azote dans les racines (Figure 47), l’effet du déficit hydrique 

et du ré-arrosage a été testé via un test-T (p-value < 0.05) pour chaque génotype et à chaque 

prélèvement. 
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D- Analyse transcriptomique par séquençage d’ARN (RNA-seq) 

1- Extraction des ARN totaux 

Les ARNs totaux ont été extraits à partir de 100 mg de poudre fraiche de nodules ou de 

racines en utilisant le kit d’extraction Spectrum Plant Total RNA Kit (SIGMA). Un traitement 

avec une DNAse (On-Colomn DNAse | Digest Set, SIGMA) a été effectué afin d’éliminer toute 

trace d’ADN génomique. La quantification des ARNs a été réalisée en utilisant un 

spectrophotomètre NanoDropTM2000 (ThermoFisher Scientific) et la qualité des ARN a été 

évaluée avec un Bioanalyseur (Agilent Technologies). 

2- Séquençage ARN 

Au total 120 échantillons d’ARNs ont été séquencés sur la plateforme Genome et 

Transcriptome (GeT) du GenoToul de Toulouse. Les banques d’ARN-seq ont été préparées à 

l’aide du kit de préparation d’échantillons d’ARNm Illumina TruSeq Stranded, conformément 

aux instructions du fabricant (Illumina). Les ARNm ont été sélectionnés en utilisant des billes 

poly-T, puis fragmentés pour générer un ADNc double brin, avant d’être liés à des 

adaptateurs afin d’être séquencés. Onze cycles de PCR ont été appliqués pour amplifier les 

banques. Leur qualité a été évaluée à l'aide d'un analyseur de fragments (Agilent 

Technologies) et elles ont été quantifiées par qPCR à l'aide du kit de quantification de banque 

Kapa (Roche). Le séquençage a été effectué sur un séquenceur Illumina HiSeq3000 en paired-

end (chaque fragment est séquencé à la fois dans le sens 5’ et dans le sens 3’) de 2x150 pb 

avec les kits de séquençage Illumina HiSeq3000. 

3- Traitement bio-informatique des données de séquençage, alignement sur le 

génome et comptage 

Le traitement bio-informatique des données de séquençage ainsi que l’alignement sur le 

génome et le comptage ont été effectués par les bio-informaticiens du laboratoire (M. 

Térézol et J. Kreplak) comme suit. La qualité des séquences a été évaluée à l'aide du logiciel 

FastQC v0.11.2 (Andrews, 2010) et les données brutes ont été corrigées à l'aide du logiciel de 

correction d'erreur basé sur l’utilisation des k-mers, Rcorrector (-k 31) (Song et Florea, 2015; 

MacManes, 2015). Les données ainsi corrigées ont été nettoyées pour retirer les séquences  
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Figure 28 : Explication de la méthode de comptage Mmquant avec un exemple (d’après Zytnicki 2017). 
(A) Configuration test, constituée de trois gènes A, B et C (en noir) avec A et B se chevauchant partiellement.. 
Six lectures sont alignées sur le génome et certaines (lectures 2, 4 et 6) s’alignent à deux positions. Si une 
lecture s’aligne de manière unique (ex : lecture 1), le gène sur lequel elle s’aligne lui est attribué (gène A). Si 
une lecture, comme la lecture 2, s’aligne sur deux gènes différents, un « supergène » est créé, ici A-C, et ce 
gène est associé à la lecture. Si une lecture ne s’aligne avec aucun gène, elle n’est pas utilisée. Si une lecture, 
comme la lecture 4, s’aligne sur un gène (gène A) et sur une région intergénique, elle est uniquement associée 
au gène. Si une lecture (lecture 5) s’aligne sur deux gènes qui se chevauchent, la lecture est attribuée au 
« supergène » (gène A-B). De manière similaire, si une lecture (lecture 6) s’aligne sur deux gènes se 
chevauchant et un autre gène, les trois gènes sont combinés (A-B-C). La tableau B donne les gènes attribués à 
chaque lecture. (C) Tableau de comptage qui serait obtenu par mmquant dans cette configuration. Les gènes 
sont classés par ordre alphabétique. 

Tableau 3 : Statistiques d’alignement des lectures sur le génome pour les échantillons issus 
des racines et des nodosités.  

Nombre de 

paires de 

lectures

Nombre de 

lectures

Nombre de 

lectures 

alignées

%

Nombre de lectures 

alignées de manière 

unique

%

Nombre de lectures 

alignées de manière 

multiple

%

Nombre de 

lectures non 

alignées

%

RACINES

Moyenne 20 865 764 41 731 528 39 567 329 95% 34 287 613 82% 5 279 716 13% 2 164 199 5%

Minimum 16 682 489 33 364 978 31 835 451 86% 27 734 759 73% 4 100 692 12% 1 529 527 4%

Maximum 30 088 389 60 176 778 57 108 223 96% 49 442 334 83% 7 665 889 13% 7 108 897 14%

NODOSITES

Moyenne 20 998 461 41 996 923 39 996 771 95% 32 160 906 77% 7 835 864 19% 2 000 152 5%

Minimum 13 922 197 27 844 394 26 550 255 90% 21 470 842 71% 5 079 413 13% 1 294 139 4%

Maximum 28 370 000 56 740 000 54 282 282 96% 43 503 667 83% 11 029 992 21% 4 241 570 10%
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de faible qualité et pour éliminer les séquences correspondant aux adaptateurs en utilisant 

Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014) avec les paramètres suivants : 

ILLUMINACLIP:TruSeq3PE2:2:40:15, LEADING/TRAILING:2, SLIDINGWINDOW:4:15 et 

MINELN:25. Les lectures d’une longueur inférieure à 25pb ou non appariées ne sont pas 

conservées. La qualité des séquences a été évaluée une seconde fois après nettoyage et 

correction des données toujours à l'aide du logiciel FastQC v0.11.2 (Andrews, 2010). 

Les lectures corrigées et nettoyées ont été alignées sur le génome de référence de pois à 

l'aide du programme d'alignement HISAT2 v2.0.5 (Kim et al., 2015). La version v1c du génome 

du pois a été utilisée. Elle correspond à la version V1a de Kreplak et al., (2019) enrichie avec 

les gènes de Henriet et al., (2019) et de Vernoud et al., (non publiés). La profondeur de 

séquençage obtenue est d’en moyenne 21 millions de paires de lectures pour chaque 

échantillon pour les racines comme pour les nodosités (Tableau 3). Les résultats d’alignement 

montrent que pour chaque échantillon, seule une faible proportion des lectures ne s’est pas 

alignée sur le génome (en moyenne 5 % pour chacun des organes), et que plus de 70 % des 

lectures ont pu être alignées de manière unique (Tableau 3). En revanche, en moyenne 13 % 

(racines) et 19 % (nodosités) des lectures étaient alignées de manière multiple (Tableau 3). 

Ces pourcentages étant plus importants que ceux obtenus lors d’expériences similaires 

réalisées sur feuilles ou jeunes graines de pois (Henriet et al., 2019, Vernoud et al., données 

non publiées), nous avons décidé de prendre en compte ces lectures alignées de manières 

multiples. Pour cela les lectures ont été attribuées au génome de référence de pois v1c à 

l'aide de l’outil de comptage mmquant (Zytnicki, 2017) qui permet de prendre en compte à la 

fois les paires de lectures alignées sur le génome de manière unique et multiple (ces 

dernières étant éliminées avec les outils de comptage classiques). L’outil détecte les 2 gènes 

(ou plus) sur lesquels la lecture s’aligne et les fusionne afin de créer un « super-gène », et les 

comptages correspondant à ces lectures sont attribués au « super-gène » créé (Figure 28). La 

matrice de comptage générée par mmquant pour chaque organe a été utilisée pour la 

normalisation des données et l’analyse différentielle. 

4- Analyse différentielle 

Seuls les gènes ayant un nombre de comptage total supérieur à 10 ont été inclus dans 

l’analyse. La normalisation des niveaux d’expression, les analyses en composantes principales  
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Figure 29 : Effet du déficit hydrique et du ré-arrosage sur l’accumulation d’acide abscissique (A) et 
d’acide salicylique (B) dans les racines.  
Le génotype Kayanne est en orange et le génotype Puget en vert; les barres pleines correspondent aux 
plantes contrôles (WW) et les barres hachurées aux plantes stressées (WD). Les valeurs sont moyennées, 
les barres verticales représentent les écart-types. Les astérisques indiquent une différence significative 
entre les plantes contrôles et les plantes stressées pour chaque génotype et chaque prélèvement (test-T, 
p-value < 0.05, 3 réplicats biologiques/prélèvement/génotype). Les différents prélèvements correspondent 
à 13 jours de déficit hydrique (13j WD), 4h de ré-arrosage (4hR) et 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage (1jR, 3jR et 
6jR).  
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(ACP) et les analyses différentielles ont été effectuées avec le package DESeq2 (version 

1.22.2, Love et al., 2014). Pour les ACP, la méthode de normalisation VST a été utilisée car 

préconisée pour l’analyse des jeux de données avec un nombre d’échantillons important 

(supérieur à 30). Une première ACP a été réalisée sur les données d’expression de tous les 

échantillons et a mis en évidence 5 échantillons dits « hors types » (données non montrées). 

Ainsi 3 échantillons de racines (Kayanne - WD à 4h de ré-arrosage, Kayanne - WW à 6j de ré-

arrosage et Puget - WW à 1j de ré-arrosage) et 2 échantillons de nodosités (Kayanne - WD à 

4h de ré-arrosage et Kayanne - WW à 6j de ré-arrosage) ont été supprimés du jeu de 

données. Les ACP et analyses différentielles présentées dans ce chapitre ont donc été 

réalisées sur 115 échantillons. 

En ce qui concerne l’analyse différentielle, l’étape de normalisation est intégrée à la fonction 

d’analyse (méthode de normalisation par la médiane des ratios). Les gènes sont considérés 

comme différentiellement exprimés quand la p-value ajustée est inférieure ou égale à 0.05. 

Des clustering hiérarchiques des données d’expression, visualisés grâce à des heatmap du 

FoldChange, ont été réalisé grâce à la fonction pheatmap (package pheatmap, version 1.0.12).  

L’analyse des enrichissements en termes de Gène Ontologie (GO) a été réalisée en utilisant le 

package R TopGO (version 2.34.0; Alexa and Rahnenfuhrer, 2018), avec la méthode Elim et le 

test exact de Fisher. Pour le cas des « super-gènes », les gènes les composant ont été au 

préalable séparés afin d’être pris en compte lors de l’analyse.  

III. Résultats et discussion 

A- Effet du déficit hydrique et du ré-arrosage sur l’accumulation de 
phytohormones dans les racines et les nodosités 

L’effet du déficit hydrique et du ré-arrosage sur l’accumulation des phytohormones dans les 

racines et les nodosités a été analysé. Seuls l’acide abscissique (ABA) et l’acide salicylique (SA) 

ont pu être détectés et quantifiés dans les racines de pois. Dans les nodosités, l’ABA, le SA, 

l’acide jasmonique (JA) et 4 formes de cytokinines (l’isopentenyladénosine monophosphate, 

l’isopentenyladénosine, la zéatine riboside monophosphate et la zéatine riboside) ont été 

identifiées et dosées. L’auxine (acide indole-3-acétique) a également été identifiée mais en 

trop faible quantité pour permettre une quantification que ce soit dans les racines ou les 

nodosités (quantité en dessous du seuil de détection). Les phytohormones ont pu être  
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Figure 30 : Effet du déficit hydrique et du ré-arrosage sur l’accumulation d’acide abscissique (A), d’acide salicylique 
(B) et d’acide jasmonique (C) dans les nodosités.  
Le génotype Kayanne est en orange et le génotype Puget en vert; les barres pleines correspondent aux plantes 
contrôles (WW) et les barres hachurés aux plantes stressées (WD). Les valeurs sont moyennées, les barre verticales 
représentent les écart-types. Les astérisques indiquent une différence significative entre les plantes contrôles et les 
plantes stressées pour chaque génotype et chaque prélèvement (test-T, p-value < 0.05, 3 réplicats 
biologiques/prélèvement/génotype). Les différents prélèvements correspondent à 13 jours de déficit hydrique (13j 
WD), 4h de ré-arrosage (4hR) et 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage (1jR, 3jR et 6jR).  
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quantifiées de manière absolue et sont exprimées en ng par g de matière fraiche (ng/gFW) à 

l’exception du SA exprimé en aire sous la courbe par gFW. En effet, une asymétrie du pic 

chromatographique due à la présence d’une forme de contamination a empêché la 

quantification absolue de cette hormone. 

La quantification de l’ABA dans nos échantillons de racines et de nodosités montre, pour les 

deux organes, une forte augmentation de la quantité de cette hormone chez les plantes 

stressées par rapport au contrôle après 2 semaines de déficit hydrique, et ce pour les deux 

génotypes (augmentation de 4.8 fois pour Kayanne et 6.5 fois pour Puget, 13j WD dans les 

racines, Figure 29A et augmentation de presque 8 fois par rapport au contrôle bien arrosé 

dans les nodosité, Figure 30A). L’ABA retourne à un niveau similaire à celui des plantes 

contrôle dès le premier jour de ré-arrosage pour les deux génotypes dans les racines (Figure 

29A) et les nodosités (Figure 30A). Cette accumulation d’ABA en réponse au déficit hydrique, 

classiquement observée dans les racines (Bray, 1997) a déjà également été mis en évidence 

dans les nodosité chez le soja (Prudent et al., 2016). L’ABA a par ailleurs été montré comme 

ayant un rôle de régulateur négatif de l’initiation et de la croissance des nodosités (Ding et al., 

2008) mais aussi de leur fonctionnement. En effet chez le pois l’application exogène d’ABA 

entraîne une baisse de l’activité de fixation de N2, via une diminution de la teneur en 

leghémoglobine (Gonzalez et al., 2001). Au contraire, l’application d’un inhibiteur de la 

synthèse de l’ABA a été montré comme entraînant une augmentation de cette activité chez le 

lotier (Gonzalez et al., 2001; Tominaga et al., 2009). Dans notre expérience, l’augmentation 

de la teneur en ABA en réponse au déficit hydrique pourrait entrainer une diminution de la 

croissance des nodosités comme le traduit la diminution de biomasse totale de nodosités 

chez les plantes stressées des deux génotypes par rapport aux plantes contrôles (Chapitre 2, 

Tableau S1. En revanche, l’accumulation d’ABA dans les nodosités n’est sans doute pas 

suffisante pour entrainer une baisse de l’activité de fixation, aucune différence significative 

n’ayant été observée à la fin de la période de déficit hydrique entre les plantes stressées et 

les plantes contrôles (Chapitre 2, Tableau 1). 

En ce qui concerne la quantité de SA dans les racines, elle augmente significativement en 

réponse au déficit hydrique uniquement pour le génotype Kayanne, avec une augmentation 

de plus de 2 fois par rapport aux plantes contrôles (Figure 29B). Il y a ensuite retour à des 

valeurs similaires à celles des plantes contrôles après 1 jour de ré-arrosage (Figure 29B). Au  
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niveau des nodosités, bien que la quantité relative de SA augmente chez les plantes WD des 

deux génotypes dès la fin du déficit hydrique, cette variation n’est significative que dès les 

premières heures de ré-arrosage (Figure 30B). Cette augmentation est maintenue dans les 

nodosités ré-arrosées par rapport aux nodosités contrôles pendant les 3 premiers jours de ré-

arrosage, avant de revenir à une valeur non significativement différente du contrôle après 6 

jours de ré-arrosage, bien qu’une tendance soit toujours observable. De plus, cette 

augmentation est plus importante pour le génotype Kayanne comparé au génotype Puget 

(Figure 30B). Le SA est une phytohormone dont le rôle dans les réponses de défense aux 

stress biotiques a largement été décrit (Loake and Grant, 2007), mais qui a également un rôle 

dans la réponse aux stress abiotiques tels que le stress osmotique ou les fortes températures 

(Horváth et al., 2007). A notre connaissance, aucune étude n’a jusqu’à présent dosé le niveau 

de SA endogène en réponse au stress hydrique, les analyses pour étudier le rôle du SA dans 

les réponses au stress hydrique reposant plutôt sur un ajout de SA exogène ou une 

modulation du niveau endogène de SA via l’application d’inhibiteur ou l’utilisation de 

mutants. L’application exogène de SA chez la luzerne inhibe l’initiation des nodosités et 

retarde leur apparition (Martínez-Abarca et al., 1998). De manière cohérente avec cela, il a 

été montré qu’une diminution du contenu en SA dans les racines de Medicago truncatula via 

la surexpression de la salicylate hydroxylase, stimulait la nodulation (Stacey et al., 2006). 

Cependant, chez la luzerne, un pré-traitement des plantules avec du SA diminue l’effet négatif 

d’un stress salin sur les racines et sur les nodosités (Palma et al., 2013). En effet, le SA, 

appliqué de manière exogène induit l’activité d’enzymes anti-oxydantes permettant de 

protéger l’intégrité cellulaire (Kang et al., 2013). De ce fait, il y a un meilleur maintien de la 

croissance de la plante mais également un meilleur maintien de l’activité de fixation de l’azote 

lorsque les plantes sont pré-traitées avec du SA avant application du stress salin (Palma et al., 

2013; Kang et al., 2013). Cet effet bénéfique du SA en condition de stress semble être en 

adéquation avec les données obtenues dans le chapitre 2. En effet, cette accumulation de SA 

observée uniquement dans les racines du génotype Kayanne pourrait participer au maintien 

de la croissance des racines de ce génotype lors du déficit hydrique (Chapitre 2, Tableau 2). 

De plus, l’augmentation de SA dans les nodosités étant plus importante lors du ré-arrosage 

pour les plantes WD du génotype Kayanne, aucune baisse significative de l’activité de fixation 

de l’azote par rapport aux plantes contrôles étant observée pour le génotype Kayanne 

seulement après 7 jours de ré-arrosage, une hypothèse pourrait être que l’accumulation de  
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Figure 32 : Diagramme de Venn représentant le nombre de métabolites identifiés et 
quantifiés dans les racines et les nodosités. (A) nombre de métabolites total, (B) nombre de 
métabolites connus. 

26 136 179 

Racines Nodosités 

3 31 112 

Racines Nodosités 

A B 
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SA dans les nodosités lors du ré-arrosage participerait au maintien de l’activité de fixation de 

l’azote (Chapitre 2, Tableau 1). Le contenu en SA des plantes WD étant similaire à celui des 

plantes WW à la fin de la période de déficit hydrique, il ne serait cependant pas responsable 

du maintien de l’activité de fixation de l’azote durant cette période (Chapitre 2, Tableau 1). 

La biosynthèse de l’acide jasmonique (JA) a été montrée comme induite dans les feuilles en 

réponse au stress hydrique (Du et al., 2013) et l’application exogène de JA est associé à une 

meilleure tolérance au stress hydrique (Ahmad et al., 2016). Bien que peu de données sur le 

JA dans les nodosités soient disponibles, nous aurions pu nous attendre à une augmentation 

de la teneur en JA. Cependant l’analyse de nos données ne montre pas d’effet du déficit 

hydrique ou du ré-arrosage sur les quantités de cette hormone dans les nodosités, et ce pour 

les deux génotypes (Figure 30C). 

En ce qui concerne les cytokinines, 4 formes ont été détectées et quantifiées dans les 

nodosités (Figure 31). Les cytokinines sont divisées en 3 groupes majoritaires : les formes 

actives, les formes de transport et les formes de stockage, inactives. Enfin, les formes 

phosphatées correspondent, quant-à-elles, aux précurseurs de ces cytokinines et il n’est pas 

encore clairement défini si elles possèdent une fonction propre (Sakakibara, 2010). Les 4 

cytokinines dosées ici correspondent à deux précurseurs (l’isopentenyladénoside 

monophosphate et la zéatine riboside monophosphate), une forme de transport (la zéatine 

riboside) et une forme active (l’isopentényladénosine). 

L’isopentenyladenoside monophosphate ainsi que la zéatine riboside monophosphate ne sont 

pas affectées par le déficit hydrique pour les deux génotypes (Figure 31A et 31C). Cependant, 

une diminution significative est observée chez les plantes ré-arrosées par rapport aux plantes 

contrôles après 4 heures de ré-arrosage, pour la zéatine riboside monophosphate chez le 

génotype Kayanne, et pour l’isopentenyladenoside monophosphate chez le génotype Puget 

(Figure 31A et 31C). Ces diminutions sont transitoires avec un retour à des valeurs similaires à 

celles des plantes contrôles à 1 jour de ré-arrosage. Une seconde diminution de 

l’isopentenyladenoside monophosphate, chez les plantes ré-arrosées par rapport aux plantes 

contrôles, est cependant visible après 6 jours de ré-arrosage toujours pour le génotype Puget 

uniquement (Figure 31A). L’analyse des données relatives à l’isopentenyladénoside ainsi que 

la zéatine riboside ne montre pas d’effet du déficit hydrique ou du ré-arrosage sur les  



146 

 

  

Figure 33 : Analyse en composantes principales des données métabolomique obtenues pour les échantillons de 
racines. L’analyse a été réalisée sur les données de quantification de l’ensemble des métabolites dosés. Les 
symboles rouges correspondent aux échantillons stressés (WD) et les bleus aux échantillons contrôles bien 
arrosés (WW) ; les symboles foncés correspondent au génotype Kayanne et les clairs au génotype Puget. Les 
différents symboles correspondent aux différents prélèvements effectués (WD : 13j de déficit hydrique ; 4hR : 4h 
de ré-arrosage ; 1jR, 3jR et 6jR : 1 ,3 et 6 jours de ré-arrosage). 
  

Figure 34 : Analyse en composantes principales des données métabolomique obtenues pour les échantillons de 
nodosités. L’analyse a été réalisée sur les données de quantification de l’ensemble des métabolites dosés. Les 
symboles rouges correspondent aux échantillons stressés (WD) et les bleus aux échantillons contrôles bien 
arrosés (WW) ; les symboles foncés correspondent au génotype Kayanne et les clairs au génotype Puget. Les 
différents symboles correspondent aux différents prélèvements effectués (WD : 13j de déficit hydrique ; 4hR : 4h 
de ré-arrosage ; 1jR, 3jR et 6jR : 1 ,3 et 6 jours de ré-arrosage). 
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quantités de ces hormones dans les nodosités quel que soit le génotype (Figure 31B et 31D). 

Ainsi, malgré le rôle important des cytokinines dans le développement des nodosités 

(Ferguson and Mathesius, 2014), les quantités des différentes formes dosées, et notamment 

la forme active, ne sont pas impactées par le déficit hydrique et le ré-arrosage et toutes 

restent globalement stables (Figure 31). Jusqu’à présent, les modifications de l’accumulation 

des cytokinines en réponse aux stress abiotiques et notamment au stress hydrique ont été 

mises en évidence au niveau aérien, avec une baisse de la quantité de cytokinines 

(biosynthèse et transport) (Peleg and Blumwald, 2011; Ha et al., 2012).  

En conclusion, nous avons donc montré que les quantités d’ABA et de SA sont modulées par 

le déficit hydrique et le ré-arrosage dans les racines et les nodosités. Cependant, alors que 

l’évolution de l’ABA est similaire quel que soit l’organe ou le génotype, la quantité de SA 

augmente à la fin de la période de déficit hydrique et uniquement pour le génotype Kayanne 

dans les racines (Figure 48) alors qu’elle augmente lors du ré-arrosage et pour les deux 

génotypes dans les nodosités (Figure 49). 

B - Analyse du métabolome de racines et de nodosités de pois en réponse au 
déficit hydrique et au ré-arrosage 

Une analyse par GC-MS a été réalisée afin d’identifier les métabolites associés au déficit 

hydrique et au ré-arrosage dans les racines et les nodosités et de caractériser leurs variations 

lors de ces deux périodes. Il est important de noter que les échantillons de nodosités analysés 

en métabolomique comprennent les métabolites des cellules racinaires de la nodosité et des 

bactéries qui n’ont pu être séparées pour analyse différentielle. 

1- Analyse exploratoire du jeu de données 

Au total, 341 métabolites ont été identifiés et quantifiés avec 205 retrouvés dans les racines 

(dont 115 métabolites connus) et 315 dans les nodosités (dont 143 métabolites connus). 

Parmi ces 341 métabolites, 179 (dont 112 métabolites connus) sont retrouvés à la fois dans 

les racines et les nodosités (Figure 32).  

Les données issues des prélèvements racinaires et nodulaires ont été traitées séparément. 

Une analyse en composante principale a été effectuée pour les racines (Figure 33) et pour les 

nodosités (Figure 34) afin d’obtenir une vue d’ensemble du jeu de données ainsi que de sa 
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structuration générale. Les deux premières composantes expliquent 94.4 % de la variabilité 

pour les racines et 99.6 % pour les nodosités.  

De manière similaire pour les deux organes, la première composante (74.7 % pour les racines 

et 92.7 % pour les nodosités) permet une séparation des génotypes, exceptés les échantillons 

de fin de période de déficit hydrique du génotype Kayanne (ronds rouge foncé) qui se 

groupent avec les échantillons Puget (Figures 33 et 34). Ceci suggère que les deux génotypes 

seraient plus proches dans leur réponse au déficit hydrique que dans leur réponse au ré-

arrosage. Cette séparation des génotypes est cependant plus marquée pour les racines que 

pour les nodosités.  

La seconde composante de l’ACP « racines » (19.7 %) permet une séparation en fonction du 

traitement hydrique. Cependant les échantillons ré-arrosés des derniers prélèvements, 

correspondant à 3 et 6 jours de ré-arrosage (losanges et croix rouges) sont groupés avec les 

échantillons contrôles (Figure 33). Cela suggère un profil d’accumulation de métabolites 

proche de celui des plantes contrôles pour les plantes stressées après 3 jours de ré-arrosage 

et donc une récupération potentielle.  

En ce qui concerne les nodosités, la seconde composante (6.9 %) permet une séparation des 

échantillons WD du dernier prélèvement (6 jours de ré-arrosage : croix rouges) du reste des 

échantillons pour le génotype Puget uniquement (Figure 34). Cette séparation traduit un 

profil d’accumulation particulier de métabolites et pourrait être liée à la mise en place d’un 

processus spécifique à ce génotype. 

Afin d’identifier les métabolites différentiellement accumulés en réponse au déficit hydrique 

et/ou au ré-arrosage dans les racines ou les nodosités, une ANOVA à un facteur (p-value < 

0.05) a été réalisée pour chacun des organes. Ainsi, 103 métabolites (dont 64 métabolites 

connus) ont été identifiés comme différentiellement accumulés en réponse au déficit 

hydrique et/ou au ré-arrosage dans les racines et 189 métabolites (dont 99 métabolites 

connus) dans les nodosités. La liste de ces métabolites ainsi que leur accumulation dans les 

différents échantillons sont données dans le tableau supplémentaire 2. Pour la suite de 

l’analyse, nous avons choisi de nous focaliser sur les métabolites connus.  
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2- Analyse des différents profils d’accumulation de métabolites en réponse au 

déficit hydrique et au ré-arrosage 

Afin d’analyser les profils d’accumulation des métabolites en réponse au déficit hydrique 

et/ou au ré-arrosage dans les racines et les nodosités, un clustering hiérarchique des données 

de quantification des métabolites différentiellement accumulés a été réalisé pour chaque 

organe et visualisé grâce à une heatmap (Figure 35 pour les racines et Figure 36 pour les 

nodosités). La sur-représentation de certaines voies métaboliques dans les différents clusters 

obtenus a ensuite été examinée grâce à l’outil MetaboAnalyst et les résultats sont présentés 

dans le tableau 4. 

Le clustering des données « racines » a permis d’identifier 6 clusters (Figure 35). Le cluster 1 

(6 métabolites) et le cluster 3 (4 métabolites) regroupent des métabolites moins accumulés 

chez les plantes WD à la fin de la période de déficit hydrique. Alors que les métabolites du 

cluster 1 sont toujours moins accumulés après 6 jours de ré-arrosage chez les plantes ré-

arrosées en comparaison des plantes contrôles, ceux du cluster 3 retournent à un niveau 

similaire à celui des plantes WW. De plus, les métabolites du cluster 1 sont plus fortement 

accumulés chez les plantes WW du génotype Puget comparé au génotype Kayanne. Le cluster 

2 permet d’isoler le glutarate qui s’accumule chez les plantes WD à 3 et 6 jours de ré-arrosage 

pour le génotype Kayanne mais à 1 et 3 jours de ré-arrosage pour le génotype Puget alors 

qu’il n’est que faiblement accumulé en condition contrôle à la fin de la période de ré-

arrosage. Les métabolites du cluster 4 (4 métabolites) sont très fortement accumulés chez les 

plantes WD à la fin de la période de déficit hydrique pour le génotype Kayanne uniquement 

puis accumulés dans les plantes WD des deux génotypes lors de la période de ré-arrosage. Il 

est à noter qu’il y a un retour à des niveaux similaires aux plantes WW après 6 jours de ré-

arrosage pour le génotype Puget uniquement. Enfin, les clusters 5 (38 métabolites) et 6 (11 

métabolites) regroupent les métabolites plus accumulés en réponse au déficit hydrique chez 

les deux génotypes. Lors du ré-arrosage, les métabolites du cluster 5 retournent à un niveau 

similaire aux plantes WW pour les deux génotypes, bien que cette récupération soit plus 

rapide pour Kayanne (entre 1 et 3 jours de ré-arrosage) que pour Puget (entre 3 et 6 jours de 

ré-arrosage). Les métabolites du cluster 6 en revanche retournent à un niveau similaire aux 

plantes WW uniquement pour le génotype Kayanne. 
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Figure 35 Analyse par clustering hiérarchique des profils d’accumulation des métabolites différentiellement 
accumulés dans les racines en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage chez Kayanne et Puget. Les quantités 
des différents métabolites (en nmol/mg FW ou UA/mg de FW) sont centrées réduites. WW correspond aux 
échantillons contrôles bien arrosés et WD aux échantillons stressés. Les différents prélèvements correspondent à 13 
jours de déficit hydrique (WD), 4h de ré-arrosage (4h) et 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage (1j, 3j et 6j). Il y a 3 répétitions 
par condition. Les métabolites différentiellement accumulés en réponse au déficit hydrique ou au ré-arrosage sont 
identifiés par une ANOVA à un facteur (p-value < 0.05).  
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Le clustering des données « nodosités » a quant-à-lui permis d’identifier 5 clusters (Figure 36). 

Le cluster 1 (29 métabolites) et le cluster 2 (31 métabolites) regroupent les métabolites 

significativement plus accumulés en réponse au déficit hydrique principalement chez Kayanne 

pour le cluster 1 et chez les deux génotypes pour le cluster 2. Alors qu’il y a un retour à un 

niveau similaire à celui des plantes WW dans le cluster 2, la majorité des métabolites du 

cluster 1 restent plus fortement accumulés dans les plantes WD en comparaison des plantes 

WW après 6 jours de ré-arrosage chez le génotype Kayanne. A l’inverse, les métabolites des 

clusters 3 (23 métabolites) et 5 (10 métabolites) sont moins accumulés dans les plantes WD à 

la fin de la période de déficit hydrique. Il est à noter que, en condition WW, les métabolites 

du cluster 3 sont plus fortement accumulés chez Kayanne et que ceux du cluster 5 le sont plus 

fortement chez Puget. De plus, lors du ré-arrosage, alors qu’il y a un global retour à une 

accumulation similaire à celles des plantes contrôles pour les deux génotypes pour le cluster 

3, cette récupération n’est observée que pour Kayanne dans le cluster 5. Enfin, le cluster 4 (6 

métabolites) isole des métabolites plus fortement accumulés dans les plantes WD, 

principalement en fin de période de déficit hydrique pour Kayanne mais durant le ré-arrosage 

pour Puget. 

L’analyse des voies métaboliques sur-représentées dans ces différents clusters est présentée 

dans le tableau 4. Que ce soit dans les racines ou dans les nodosités, les clusters pour lesquels 

les métabolites sont plus faiblement accumulés en réponse au déficit hydrique (clusters 1 et 3 

pour les racines et 3 et 5 pour les nodosités) sont enrichis en métabolites associés au cycle 

TCA (Tricarboxylic Acid Cycle). Cela traduit une baisse de l’activité métabolique au niveau des 

racines et des nodosités. En effet, le cycle TCA, avec la glycolyse, constituent une source 

importante d’énergie servant à maintenir diverse fonctions physiologiques dans la plante 

(Fernie et al., 2004). Dans les nodosités, une accumulation de glucose et le saccharose est 

observée principalement pour Kayanne (cluster 4). Cela pourrait également traduire une 

baisse de la glycolyse et serait cohérent avec une diminution de l’activité métabolique. 

Dans les nodosités (cluster 5) une partie de ces métabolites est également impliquée dans le 

métabolisme de l’alanine, l’aspartate et le glutamate. Le glutamate étant la forme 

préférentielle au sein de laquelle est intégré l’ammonium après la fixation symbiotique 

(Nagatani et al., 1971; Udvardi and Day, 1997), la baisse de son accumulation dans les 

nodosités pourrait indiquer une baisse de l’assimilation de l’azote. Une récupération, c’est-à- 
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Figure 36 : Analyse par clustering hiérarchique des profils d’accumulation des métabolites différentiellement 
accumulés dans les nodosités en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage chez Kayanne et Puget. Les 
quantités des différents métabolites (en nmol/mg FW ou UA/mg de FW) sont centrées réduites. WW correspond aux 
échantillons contrôles bien arrosés et WD aux échantillons stressés. Les différents prélèvements correspondent à 13 
jours de déficit hydrique (WD), 4h de ré-arrosage (4h) et 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage (1j, 3j et 6j). Il y a 3 répétitions 
par condition. Les métabolites différentiellement accumulés en réponse au déficit hydrique ou au ré-arrosage sont 
identifiés par une ANOVA à un facteur (p-value < 0.05).  
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dire une ré-augmentation de ces métabolites jusqu’à un retour à un niveau similaire aux 

plantes WW, n’est observée que pour le génotype Kayanne. Ainsi l’assimilation de l’azote 

reprendrait plus tôt chez Kayanne que chez Puget ce qui serait cohérent avec la récupération 

plus précoce du statut azoté mis en évidence dans le chapitre 2 (Figure 33). Les métabolites 

plus fortement accumulés dans les plantes WD par rapport aux plantes WW, que ce soit dans 

les racines (cluster 5) ou dans les nodosités (cluster 1) sont quant-à-eux en grande majorité 

des acides aminés et leur augmentation peut traduire une baisse de leur utilisation (baisse de 

la traduction) ou de leur export vers les parties aériennes dû à un flux transpiratoire réduit 

par exemple. 

Dans les nodosités, il y a une augmentation en fin de période de déficit hydrique de 

l’accumulation des métabolites du cluster 1 principalement pour les plantes WD du génotype 

Kayanne. Ce cluster est enrichi en métabolites qui ressortent comme étant impliqués dans le 

métabolisme du glutathion, un composé ayant un rôle d’antioxydant (Galant et al., 2011). 

Quatre métabolites sont trouvés associés à cette voie (Tableau 4) : la cystéine, précurseur du 

glutathion mais également 3 polyamines (putrescine, spermidine et cadaverine). Les 

polyamines ont été montrées comme augmentant, tout comme le glutathion, en réponse au 

stress hydrique. Elles agissent comme antioxydant chez le tabac (Seo et al., 2019), en 

éliminant les formes actives de l’oxygène (ROS) induites par le stress hydrique. La production 

de différentes enzymes à rôle antioxydant a par ailleurs été mise en évidence chez le pois en 

réponse à un stress hydrique (Mittler and Zilinskas, 1994). Au niveau des racines, une 

augmentation, en réponse au déficit hydrique, de l’accumulation de la cystéine et du pyruvate 

chez les plantes WD en comparaison des plantes WW a également été mis en évidence 

(cluster 6). Ces métabolites sont notamment liés au métabolisme de la cystéine et la 

méthionine donc au métabolisme soufré. Ces résultats concernant le glutathion, les 

polyamines sont donc en accord avec la littérature qui indique leur rôle important dans la 

tolérance au stress hydrique (Chan et al., 2013). De manière intéressante, il y a, pour les 

métabolites de ce cluster, un retour à des niveaux d’accumulation similaires aux plantes WW 

uniquement pour le génotype Kayanne ce qui peut traduire un maintien des mécanismes de 

défense mis en place lors de la période de stress lors de la récupération chez Puget. La 

concentration de métabolites du métabolisme du galactose augmente aussi en réponse au 

déficit hydrique pour les deux génotypes dans les racines (cluster 5). Certains sucres tels que  
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Tableau 4 : Voies métaboliques surreprésentées dans chaque cluster des heatmap issues des données de 
racines (A) et de nodosités (B). Seules les voies métaboliques associées à une p-value < 1,00E-03 sont 
gardées. (1) cluster ne comprenant qu’un métabolite, (2) métabolites non référencés dans les données de 
références rendant l’analyse impossible, (3) p-value seuil abaissée à 1,00E-02 

A 

B 

Cluster Voie métabolique Total Retrouvé P-value Métabolites

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 17 2 9,69E-04 Succinate - Malate

Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 1,35E-03 Succinate - Malate

Carbon fixation in photosynthetic organisms 21 2 1,49E-03 Malate - Aspartate

Alanine, aspartate and glutamate metabolism 22 2 1,64E-03 Aspartate - Succinate

Cluster 2 - - - -

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 17 2 4,88E-04 Aconitate - Citrate

Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 6,81E-04 Aconitate - Citrate

Cluster 4 - - - -

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 67 10 6,75E-07

Phénylalanine - Glutamine - Methionine - 

 Valine - Lysine - Isoleucine - Leucine - 

Threonine - Tryptophane - Proline

Glucosinolate biosynthesis 54 6 9,25E-04

Methionine - Phenylalanine - 

Tryptophane - Isoleucine - Valine - 

Leucine

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 26 4 2,20E-03 Threonine - Leucine - Isoleucine - Valine

Galactose metabolism 26 4 2,20E-03
Raffinose - Galactose - Mannose - Myo-

inositol

Cysteine and methionine metabolism 34 2 1,31E-02 Cystéine - Pyruvate

C5-Branched dibasic acid metabolism 4 1 2,16E-02 Pyruvate

Cluster Voie métabolique Total Retrouvé P-value Métabolites

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 67 8 1,02E-06

Histidine - Cystéine - Valine - Lysine - 

Isoleucine - Tryptophane - Leucine - 

Tyrosine

Glutathione metabolism 26 4 3,30E-04
Cystéine - Putrescine - Cadaverine - 

Spermidine

Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 26 3 4,88E-03 Leucine - Isoleucine - Valine

Glucosinolate biosynthesis 54 4 5,46E-03
Tryptophane - Isoleucine - Valine - 

Leucine

Glycine, serine and threonine metabolism 30 3 1,14E-02
Glycine - Glycerate - Threonine - 

Homoserine

Aminoacyl-tRNA biosynthesis 67 4 2,05E-02 Arginine - Glycine - Threonine - Proline

Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 17 3 5,04E-04 Succinate - Aconitate - Citrate

Citrate cycle (TCA cycle) 20 3 8,31E-04 Succinate - Aconitate - Citrate

Galactose metabolism 26 2 2,29E-03 Sucrose - Glucose

Starch and sucrose metabolism 30 2 3,06E-03 Sucrose - Glucose

Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 3,31E-03 Malate - Fumarate

Alanine, aspartate and glutamate metabolism 22 2 4,01E-03 Glutamate - Fumarate

Cluster 3

Cluster 4

Cluster 5

Cluster 1

Cluster 3

Cluster 5

Cluster 6

Cluster 1

Cluster 2

(1) (1) (1) (1) 

(2) (2) (2) (2) 

(3) 

(3) 
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le galactose sont impliqués dans l’ajustement osmotique (Jia et al., 2016). 

Au niveau des racines, les modifications du métabolome en réponse au déficit hydrique et au 

ré-arrosage sont similaires chez les deux génotypes avec d’une part, une augmentation de 

l’accumulation de nombreux acides aminés et de métabolites liés au métabolisme du 

galactose et au métabolisme soufré, et d’autre part une baisse de l’accumulation des 

métabolites du cycle TCA et du métabolisme du glutamate. La différence majeure entre les 

deux génotypes est le retour de l’accumulation des métabolites associés au métabolisme 

soufré à des niveaux similaires aux plantes WW qui ne se produit que pour le génotype 

Kayanne lors de la période de ré-arrosage (Figure 48). 

Au niveau des nodosités, les réponses métaboliques au déficit hydrique et au ré-arrosage sont 

plus contrastées entre les deux génotypes. Il y a d’une part des différences au niveau de la 

cinétique avec notamment une récupération en ce qui concerne les métabolites du cycle TCA 

et du métabolisme du glutamate qui n’est observée que chez Kayanne et ce après 6 jours de 

ré-arrosage. D’autre part, l’accumulation de composés antioxydants tels que les polyamines 

est observée chez les plantes WD du génotype Kayanne uniquement (Figure 49).  

C- Analyse du transcriptome de racines et de nodosités de pois en réponse au 
déficit hydrique et au ré-arrosage 

1- Analyse exploratoire du jeu de données 

Dans un premier temps, une ACP a été effectuée sur les données de comptages normalisées 

des 115 échantillons afin de hiérarchiser les effets des différentes conditions sur le 

transcriptome (Figure 37). La première composante (78.8 %) permet une claire séparation des 

échantillons en fonction de l’organe dont ils sont issus (racines vs nodosités). La seconde 

composante (10.5 %) sépare quant-à-elle les échantillons en fonction du génotype (Kayanne 

et Puget). En raison de la séparation très marquée des échantillons selon l’organe dont ils 

sont issus, nous avons décidé de traiter séparément les données transcriptomiques obtenues 

pour les racines et pour les nodosités. Les échantillons issus des deux génotypes sont quant-à-

eux restés regroupés afin de pouvoir les comparer. Les deux jeux de données ainsi obtenus 

ont été re-normalisés et ont révélé que parmi les 29 777 transcrits identifiés : 28 953 des 

transcrits sont exprimés dans les échantillons racinaires, 28 030 sont exprimés dans les 

échantillons de nodosités et 27 206 transcrits sont communs aux deux organes. 



156 

  

Figure 37 : Analyse en composantes principales des données transcriptomiques obtenues à partir des échantillons 
de racines et de nodosités. L’analyse a été réalisée sur les données d’expression de l’ensemble des gènes (115 
échantillons). Les ronds correspondent au génotype Kayanne et les triangles au génotype Puget. La couleur rose 
indique les échantillons issus des nodosités et la couleur marron ceux issus des racines. 
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Deux ACP ont été réalisées, une première avec les données « racines » (Figure 38) et la 

seconde avec les données « nodosités » (Figure 39). Toutes deux montrent une séparation 

nette des échantillons en fonction du génotype par la première composante (58.6 % pour les 

racines et 56.3 % pour les nodosités, Figures 38A et 39A).  

Pour chacun des génotypes, la combinaison des composantes 2 et 3 permet d’une part une 

certaine séparation des différentes dates de prélèvement et d’autre part une séparation des 

échantillons de la condition contrôle bien arrosée WW (en bleu) des échantillons stressés WD 

(en rouge), exceptés pour les deux derniers points de prélèvement (3j et 6j de ré-arrosage, 

losanges et croix rouges) qui se groupent avec certains échantillons WW (Figures 38B et 39B). 

Cependant, alors que pour les racines, les échantillons ré-arrosés à 6j sont groupés avec les 

échantillons WW du même stade de prélèvement, pour les nodosités ils sont groupés avec les 

échantillons WW correspondant à la fin du déficit hydrique et au début du ré-arrosage (4h et 

1j de ré-arrosage, ronds et triangles bleus), donc à un stade plus précoce. Ainsi, cela suggère 

pour les racines, un profil transcriptomique proche de celui des plantes contrôles pour les 

plantes stressées après 6 jours de ré-arrosage et donc une potentielle récupération. Pour les 

nodosités, le profil transcriptomique des plantes stressées après 3 jours de ré-arrosage étant 

proche de celui de plantes contrôles plus « jeunes », cela suggère qu’une potentielle 

récupération a lieu dans les nodosités, et qu’elle pourrait être associée à un retard de leur 

croissance ou de leur développement.  

Dans les racines, la troisième composante (5.4 %) sépare nettement les échantillons WD à 4h 

de ré-arrosage (triangle rouge) du reste des échantillons WD. Cela met en évidence une 

modification transitoire et très précoce de la transcription de certains gènes et pourrait 

traduire la mise en place d’une réponse transcriptionnelle initiant la récupération dès les 

premières heures de ré-arrosage.  

2- Analyse différentielle en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage 

Afin d’étudier comment le transcriptome des racines et des nodosités était affecté par le 

déficit hydrique et le ré-arrosage chez Kayanne et Puget, une analyse d’expression 

différentielle entre les conditions WW et les conditions WD a été réalisée pour chaque 

génotype à chaque date de prélèvement indépendamment. Les gènes présentant un 

différentiel d’expression significatif (p-adjust ≤ 0.05) sont listés dans le tableau  
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Figure 38 : Analyse en composantes principales des données transcriptomiques obtenues à partir des échantillons 
de racines. Les symboles rouges correspondent aux échantillons stressés (WD) et les bleus aux échantillons contrôles 
bien arrosés (WW). Les symboles foncés correspondent au génotype Kayanne et les clairs au génotype Puget. Les 
différents symboles correspondent aux différents prélèvements effectués (WD : 13j de déficit hydrique ; 4hR : 4h de 
ré-arrosage ; 1jR, 3jR et 6jR : 1 ,3 et 6 jours de ré-arrosage). L’analyse a été réalisée sur les données d’expression de 
l’ensemble des gènes issus des données racines (57 échantillons).  

Figure 39 : Analyse en composantes principales des données transcriptomiques obtenues à partir des échantillons 
de nodosités. Les symboles rouges correspondent aux échantillons stressés (WD) et les bleus aux échantillons 
contrôles bien arrosés (WW). Les symboles foncés correspondent au génotype Kayanne et les clairs au génotype 
Puget. Les différents symboles correspondent aux différents prélèvements effectués (WD : 13j de déficit hydrique ; 
4hR : 4h de ré-arrosage ; 1jR, 3jR et 6jR : 1 ,3 et 6 jours de ré-arrosage). L’analyse a été réalisée sur les données 
d’expression de l’ensemble des gènes issus des données nodosités (58 échantillons).  
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supplémentaire 3. Dans les racines, 11 470 gènes ont été identifiés comme différentiellement 

exprimés à au moins une date de prélèvement et pour au moins l’un des deux génotypes. 

Parmi ces gènes, 5 843 sont communs aux deux génotypes, 2 812 sont spécifiques à Kayanne 

et 2 815 sont spécifiques à Puget (Figure 40A). Dans les nodosités, 12 767 gènes ont été 

identifiés comme différentiellement exprimés, 6 722 étant communs aux deux génotypes, 

2 278 étant spécifiques à Kayanne et 3 767 à Puget (Figure 40C). Ces résultats montrent la 

mise en place d’une régulation transcriptionnelle commune mais également spécifique aux 

deux génotypes, que ce soit en réponse au déficit hydrique ou lors du ré-arrosage (Figures 

40B et 40D). 

Nous avons ensuite comparé le nombre de gènes sur- ou sous-exprimés en réponse au déficit 

hydrique ou au ré-arrosage pour chaque date de prélèvement. Dans les racines comme dans 

les nodosités, pour les deux génotypes, le nombre de gènes régulés positivement et 

négativement en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage est du même ordre de 

grandeur (Figure 41). Dans les racines (Figure 41A et 41C), le nombre de gènes 

différentiellement exprimés (DE) est maximum à 13 jours de déficit hydrique pour les deux 

génotypes, et diminue progressivement au cours de la période de ré-arrosage, suggérant que 

le transcriptome des racines de plantes ré-arrosées revient à un état proche de celui des 

plantes contrôles. Cependant pour le génotype Puget on observe une ré-augmentation du 

nombre de gènes DE après 6 jours de ré-arrosage qui pourrait traduire la mise en place d’une 

seconde vague de réponse transcriptionnelle dans les racines des plantes ré-arrosées, et 

potentiellement l’initiation d’un mécanisme spécifique à ce génotype (Figure 41C). De 

manière intéressante, le profil du nombre de gènes DE en fonction du stade de prélèvement 

dans les nodules est différent de celui des racines (Figures 41B et 41D). Le nombre de gènes 

DE à 13 jours de déficit hydrique est relativement proche pour les 2 génotypes (4 047 pour 

Kayanne, 4 642 pour Puget), puis diminue jusqu’à atteindre un minimum d’environ 1000 

gènes DE après un jour de ré-arrosage pour les 2 génotypes. Cependant, une ré-

augmentation du nombre de gènes DE entre les nodosités de plantes contrôles et de plantes 

ré-arrosées se produit ensuite pour les deux génotypes, traduisant probablement la mise en 

place d’une seconde réponse transcriptionnelle, plus forte que celle observée en fin de 

période de déficit hydrique, et décalée dans le temps entre Puget et Kayanne (Figures 41B et 

41D). Mais elle pourrait également traduire un décalage dans le développement des 
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Figure 40 : Diagramme de Venn représentant le nombre de gènes différentiellement exprimés (DE) en 
réponse au déficit hydrique ou au ré-arrosage dans les racines (A et B) et les nodosités (C et D) des 
génotypes Kayanne et Puget. Le génotype Kayanne est en orange et le génotype Puget en vert. (A, C) 
Nombre total de gènes DE. (B, D) Nombre de gènes DE pour chaque point de prélèvement.  

Figure 41 : Nombre de gènes sur-exprimés (UP) et sous-exprimés (DOWN) en réponse au déficit hydrique et au ré-
arrosage dans les racines (A et C) et les nodosités (B et D) pour les génotypes Kayanne (A et B) et Puget (C et D). Le 
nombre total de gènes différentiellement exprimés est indiqué en gras au-dessus de chaque barre pour chacun des 
prélèvements (WD : 13j de déficit hydrique ; 4hR : 4h de ré-arrosage ; 1jR, 3jR et 6jR : 1 ,3 et 6 jours de ré-arrosage). 



161 

nodosités ce qui serait cohérent avec l’ACP précédemment présentée où les échantillons WD 

des derniers prélèvements étaient groupés avec les échantillons WW des premiers 

prélèvements (4h et 1j de ré-arrosage, Figure 39B).  

3- Analyses des gènes différentiellement exprimés chez les deux génotypes en 

réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage  

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires mis en 

place à la fois chez Puget et chez Kayanne en réponse au WD et au ré-arrosage. Pour cela une 

première analyse a été effectuée sur les gènes différentiellement exprimés communs aux 

deux génotypes (5843 gènes dans les racines, Figure 40A et 6722 gènes dans les nodosités, 

Figure 40C). Pour chaque organe, un clustering hiérarchique basé sur le log2 des ratios 

d’expression (WD/WW) des gènes et combinant les données des deux génotypes a été réalisé 

et visualisé sur une heatmap afin d’identifier des clusters regroupant les gènes avec des 

profils de régulation similaires (Figures 42 et 43). Une analyse d’enrichissement des termes 

GO (Gene Ontology) des gènes présents dans chaque cluster a ensuite été réalisée afin de 

déterminer quels processus biologiques étaient surreprésentés dans ces listes de gènes.  

Analyse des données issues des racines 

La Figure 42 montre les résultats obtenus pour les échantillons « racines ». Au total 5 clusters 

ont été identifiés. Le cluster 1, composé de 1604 gènes fortement sous-exprimés à la fin de la 

période de déficit hydrique, est enrichi en gènes impliqués dans la traduction, la réplication 

de l’ADN et les mouvements dépendants des microtubules. Ces processus semblent se 

rapporter à la mitose, les microtubules ayant été montré comme important dans la division 

cellulaire (Forth and Kapoor, 2017). Cela pourrait ainsi traduire un ralentissement de la 

croissance racinaire. De plus, les gènes associés au terme GO « reconnaissance du pollen » 

(GO:0048544) sont en réalité des kinases traduisant une régulation négative de la 

signalétique et donc de l’activité métabolique. L’enrichissement en gènes liés au catabolisme 

des amines (GO:0009310) pourrait traduire une régulation négative de ce processus et ainsi 

permettre un maintien du statut azoté de la plante. La liste des gènes de ce cluster est 

également enrichie en gènes impliqués dans le catabolisme de la phénylalanine (gènes codant 

des phénylalanine ammonia-lyases). Cet acide aminé aromatique est particulièrement connu 

pour son rôle de précurseur de nombreux composés du métabolisme secondaire tels que la 
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lignine, les flavonoïdes ainsi que l’acide salicylique (Pascual et al., 2016; Parthasarathy et al., 

2018).  

Le cluster 4, composé de 1671 gènes, correspond à des gènes sur-exprimés en conditions de 

WD et est enrichi en gènes impliqués dans le transport transmembranaire du potassium 

(GO:0071805). En condition de stress hydrique, une baisse du prélèvement et du transport de 

potassium dans les racines a récemment été mis en évidence et une surexpression des gènes 

codant pour des transporteurs de potassium a par ailleurs été proposée afin d’améliorer la 

tolérance au stress hydrique chez le pommier (Qi et al., 2019). En effet, le potassium occupe 

une place centrale dans la réponse au stress hydrique puisqu’il participe au pilotage de 

l’ouverture et la fermeture des stomates en réponse à l’ABA (Daszkowska-Golec and Szarejko, 

2013). La régulation de son prélèvement par les racines est donc centrale dans la réponse au 

déficit hydrique. Il est cependant à noter que même si un nombre important de gènes 

compose le cluster 4 (1671 gènes), seulement 2 GO termes ont été retrouvés enrichis dans 

cette liste de gènes (pour p < 0.001), soit seulement 15 gènes associés, suggérant que de 

nombreux processus biologiques variés seraient régulés positivement sans pour autant qu’un 

processus ne soit plus régulé qu’un autre.  

Les clusters 2 et 3 regroupent des gènes respectivement sous- et sur-exprimés après 4h de 

ré-arrosage. Le cluster 2, composé de 977 gènes, est particulièrement enrichi en gènes liés au 

processus précoces de morphogénèse des nodosités (GO:0009878), à l’organisation et au 

métabolisme de la paroi cellulaire (GO:0009664) ainsi qu’aux mouvements dépendants des 

microtubules (GO:0007018). La sous-expression de gènes associés à ces processus pourrait 

traduire une régulation négative de l’initiation de nouvelles nodosités. Des gènes associés au 

GO:0009878 (nodule morphogenesis) codent notamment pour des peptides NCR. Bien que 

ces peptides aient principalement été décrits comme intervenant dans la différenciation des 

bactéroïdes fixateurs (Maróti et al., 2015), une étude conduite sur Medicago indique que 

certains de ces peptides sont également produits lors des étapes précoces de développement 

des nodosités (Nallu et al., 2013). De la même manière, des gènes codant différentes 

expansines et pectine estérases sont notamment associés au GO:0006037 (Cell wall chitin 

metabolic process). Or différents gènes codant pour des membres de ces deux familles de 

protéines liées à la paroi cellulaire ont été montrés comme associés à la formation des 

nodosités chez Medicago (Yahyaoui et al., 2004). Par exemple, le gène GmEXPB2 codant pour 
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une -expansine facilite la formation et le développement des nodosités chez le soja en 

entrainant des modifications racinaires notamment via une augmentation de la taille de la 

zone pilifère ainsi que densité des poils racinaires (X Li et al., 2015). Le cluster 3, composé de 

1327 gènes, est quant-à-lui enrichi en gènes associés au métabolisme des amines, des 

cétones et des acides aminés aromatiques ce qui suggère une relance du métabolisme 

primaire mais aussi secondaire de la plante. Ce cluster est aussi enrichi en gènes liés aux 

processus d’oxydoréduction (GO:0055114) ainsi qu’aux réponses au stress oxydatif 

(GO:0006979) suggérant que la plante serait encore stressée à ce stade. 

Enfin, le cluster 5 est composé de 264 gènes qui sont régulés positivement après 4h de ré-

arrosage pour Kayanne mais en fin de période de déficit hydrique pour Puget. Ce cluster est 

notamment enrichi en gènes impliqués dans le catabolisme du glucose, une voie métabolique 

permettant de fournir de l’énergie.  

Analyse des données issues des nodosités 

Le clustering des gènes DE issus des nodosités a permis d’identifier 5 clusters suivant leur 

profil de régulation (Figure 43). Le cluster 1 et le cluster 2, regroupent 1718 et 1463 gènes, 

respectivement, qui sont régulés positivement à la fin de la période de déficit hydrique mais 

négativement en fin de période de ré-arrosage. Le cluster 1 est particulièrement enrichi en 

gènes impliqués dans les modifications post-traductionnelles (GO:0043687) ainsi que dans la 

biosynthèse des glycosides et le métabolisme du fructose-6-phosphate. Le cluster 2 est 

quant-à-lui enrichi en gènes liés d’une part aux processus d’oxydo-réduction (GO:0055114) et 

d’autre part aux réponses aux autres organismes (GO:0051707) ce qui souligne une régulation 

de gènes associés au stress. 

A l’inverse des clusters 1 et 2, les clusters 3 et le cluster 4 sont composés de 2647 et 387 

gènes, respectivement, sous-exprimés à la fin de la période de déficit hydrique mais sur-

exprimés en fin de période de ré-arrosage. L’enrichissement en termes GO des clusters 3 et 4 

fait ressortir de nombreux gènes associés à la division cellulaire, au cycle cellulaire, à la 

réplication de l’ADN ainsi qu’à la traduction mais aussi à l’organisation de la paroi cellulaire et 

du cytosquelette, ce qui pourrait traduire un processus de croissance. De manière 

intéressante, on observe pour ces quatre premiers clusters, un décalage cinétique entre  

Puget et Kayanne. En effet, les dérégulations observées lors du ré-arrosage sont maximum à 3 
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jours de ré-arrosage pour Kayanne mais à 6 jours pour Puget. Ainsi, la croissance des 

nodosités serait inhibée durant la période de déficit hydrique puis relancée lors du ré-

arrosage avec cependant un décalage entre les génotypes, ces gènes étant sur-exprimés chez 

Kayanne plus précocement que chez Puget. 

Enfin, le dernier cluster (cluster 5) est composé de 507 gènes régulés positivement après 3 

jours de ré-arrosage pour les deux génotypes mais également après 6 jours de ré-arrosage 

pour Puget uniquement. La liste de gènes de ce cluster est particulièrement enrichie en gènes 

impliqués dans la traduction, ainsi une forte réponse traductionnelle semble être mise en 

place de manière synchronisée entre les deux génotypes, après 3 jours de ré-arrosage. 

Cependant cette régulation se poursuit et s’intensifie uniquement pour le génotype Puget 

après 6 jours de ré-arrosage.  

En conclusion, une grande partie des gènes différentiellement exprimés en réponse au déficit 

hydrique et au ré-arrosage sont communs aux deux génotypes. Alors que les dynamiques de 

régulation de ces gènes sont proches dans les racines, un décalage est observé dans les 

nodosités lors de la période de ré-arrosage. Ainsi, nous retrouvons notamment des gènes 

associés à la croissance qui sont régulés positivement dès 3 jours de ré-arrosage pour 

Kayanne contre 6 jours pour Puget.  

4- Analyses des gènes différentiellement exprimés spécifiquement chez chacun des 

génotypes en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage  

Comme nous l’avons vu précédemment, l’analyse différentielle a montré des réponses 

transcriptionnelles communes entre les deux génotypes, mais également des réponses 

spécifiques à l’un ou à l’autre des génotypes, et ce pour chaque date de prélèvement (Figure 

40). Afin de mettre en évidence les processus biologiques associés à ces réponses spécifiques, 

les gènes sur- ou sous-exprimés en réponse au déficit hydrique ou au ré-arrosage ont été 

identifiés dans les racines (Figure supplémentaire 4A) et dans les nodosités (Figure 

supplémentaire 4B) pour Puget et Kayanne. Une analyse d’enrichissement des termes GO des 

gènes présents dans les différents groupes a ensuite été réalisée (Figures 44 et 45).  

Analyses des données issues des racines 

La liste des gènes sous-exprimés au début du ré-arrosage spécifiquement chez Kayanne est 
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notamment enrichie en gènes impliqués dans le développement et plus précisément dans les 

mouvements dépendant des microtubules (GO:0007018) ainsi que dans l’initiation de 

réplication de l’ADN (GO:0006270) et la morphogénèse de nodosités (GO:0009878). Cela 

pourrait traduire une inhibition dans l’initiation de nouvelles nodosités. Dans cette liste de 

gènes sous exprimés, on remarque également des gènes impliqués dans le développement 

(GO:0046274 et GO:0045492) et l’organisation de la paroi cellulaire (GO:0009664), ce qui 

serait cohérent avec l’hypothèse précédemment proposée. 

Dans la Figure 44 on remarque également que la liste des gènes sur-exprimés au début du ré-

arrosage spécifiquement chez Kayanne est notamment enrichie en gène du catabolisme des 

amines et plus spécifiquement celui de la phénylalanine (GO:0006559). Or, cet acide aminé 

est notamment précurseur de métabolites secondaires tel que les flavonoïdes, métabolites 

impliqués dans le dialogue moléculaire entre la plante et les bactéries lors de la mise en place 

de la symbiose. Ces données pourraient ainsi renforcer l’hypothèse d’une inhibition dans le 

développement de nouvelles nodosités dans les premières heures suivant un ré-arrosage.  

De manière intéressante, la liste des gènes sous-exprimés après 6 jours de ré-arrosage 

uniquement chez Kayanne est particulièrement enrichie en gènes liés au métabolisme et 

principalement celui des amines (ex : GO:0044106, GO:0009308 et GO:0009309). Ces gènes 

codent différentes protéines telles que des glutamines synthétase, asparagine synthase, 

serine hydroxyméthyltransferase. Cette liste est également enrichie en gènes de réponse au 

stress oxydatif. 

Dans les racines, cette analyse fait ressortir les réponses au stress (ex : GO:0009651 et 

GO:0010043) comme processus biologique enrichi dans la liste des gènes sur-exprimés après 

4h de ré-arrosage pour le génotype Puget uniquement. Ces gènes codent en quasi-totalité 

pour des protéines PR (Pathogenesis-related). L’expression des gènes codant ces protéines a 

été montrée comme modulée par différents stress abiotiques comme le stress hydrique et le 

stress salin mais ces protéines restent principalement associées à des réponses de défense 

face aux pathogènes (Ali et al., 2018). Or il est connu que les réponses de défenses sont 

antagonistes au développement de la symbiose avec Rhizobium et des nodosités comme cela 

a pu être montré chez Medicago truncatula (Chen et al., 2017) et qu’il y a de ce fait, une 

modulation des réponses de défense de la plante lors de l’interaction légumineuses- 
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Figure 44 : Analyse des gènes différentiellement exprimés spécifiquement chez Kayanne ou chez Puget dans les 
racines. Des diagrammes de Venn ont été réalisés afin d’identifier les gènes dérégulés (positivement et 
négativement) spécifiquement pour l’un ou l’autre des génotypes pour chacun des prélèvements (Figure S4). Un 
enrichissement en termes de Gene Ontology (GO) a été réalisé pour chacun de ces groupes de gènes (Elim Fisher, p-
value < 0.001). Les différents prélèvements correspondent à 13 jours de déficit hydrique (WD), 4h de ré-arrosage (4h) 
et 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage (1j, 3j et 6j). 
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Rhizobium mais également lors du développement des nodosités (Soto et al., 2009). Peleg-

Grossman et al., (2012) ont d’ailleurs mis en évidence chez Medicago truncatula une 

suppression de l’expression de gènes impliqués dans la défense contre les pathogènes lors de 

l’interaction avec Rhizobium. 

Pour le génotype Puget uniquement, la liste des gènes régulés négativement, majoritairement 

lors de la période de ré-arrosage, est particulièrement enrichie en gènes impliqués dans le 

transport. Seul le transport du sulfate (GO:0008272) est régulé de manière positive après 1 

jour de ré-arrosage avec une augmentation de l’expression de trois transporteurs de sulfate 

(SULTR 1;3, 2;1 et 4;1). SULTR 1;3 et 2;1 ont principalement un rôle dans le transport de 

sulfate des racines aux parties aériennes et SULTR 4;1 permet quant-à-lui l’efflux du sulfate de 

la vacuole au cytoplasme (Gigolashvili and Kopriva, 2014) et pourrait permettre de 

remobiliser le sulfate stocké dans la vacuole, comme cela a pu être montré chez Medicago 

truncatula en condition de carence en soufre (Zuber et al., 2013). Ces différents transporteurs 

pourraient ainsi permettre de récupérer et transporter du sulfate vers les parties aériennes et 

ainsi participer à la reprise du métabolisme nécessaire à la croissance.  

Analyse des données issues des nodosités 

De la même manière que pour l’analyse des gènes dérégulés à la fois chez Puget et Kayanne, 

un décalage semble être observé entre les deux génotypes en ce qui concerne la régulation 

de gènes liés au développement (Figure 45). En effet, la liste des gènes sur-exprimés chez les 

plantes WD après 3 jours de ré-arrosage pour le génotype Kayanne et après 6 jours de ré-

arrosage pour le génotype Puget est notamment enrichie en gènes associés au 

développement, bien que les processus dans lesquels ces gènes soient impliqués ne soient 

pas exactement les mêmes (mouvements dépendants des microtubules (GO:0007018) pour 

les deux génotypes, condensation mitotique des chromosomes (GO:0007076) pour Puget et 

réplication de l’ADN (GO:0006260), prolifération cellulaire (GO:0008283) et régulation de la 

mitose (GO:0030071) pour Kayanne). De plus, ce décalage est accompagné d’une régulation 

négative de gènes associés au développement (gènes impliqués dans la régulation de la 

mitose (GO:0060236) ou l’initiation de la réplication de l’ADN (GO:0006270) notamment), 

principalement à 4h de ré-arrosage, pour Puget uniquement. Ensuite, une régulation négative 

des gènes associés à la morphogénèse des nodosités (GO:0009878) est également mise en 
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Figure 45 : Analyse des gènes différentiellement exprimés spécifiquement chez Kayanne ou chez Puget dans les 
nodosités. Des diagrammes de Venn ont été réalisés afin d’identifier les gènes dérégulés (positivement et 
négativement) spécifiquement pour l’un ou l’autre des génotypes pour chacun des prélèvements (Figure S4). Un 
enrichissement en termes de Gene Ontology (GO) a été réalisé pour chacun de ces groupes de gènes (Elim Fisher, p-
value < 0.001). Les différents prélèvements correspondent à 13 jours de déficit hydrique (WD), 4h de ré-arrosage (4h) 
et 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage (1j, 3j et 6j). 
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évidence après 1, 3 et 6 jours de ré-arrosage pour le génotype Puget. Il s’agit là de gènes 

codant pour des nodulines tardives « late nodulines », qui s’accumulent dans les nodosités 

fixatrices (Govers and Bisseling, 1988; Scheres et al., 1990). Une sous-expression de ces gènes 

dans les nodosités des plantes ré-arrosées du génotype Puget par rapport aux plantes 

contrôles pourrait ainsi traduire la présence de nodosités plus jeunes dans les échantillons ré-

arrosés. Cette hypothèse semble cohérente avec le décalage observé dans le chapitre 2 

concernant l’initiation de la seconde vague de nodulation des plantes WD en comparaison 

des plantes WW du génotype Puget uniquement traduisant ainsi un retard de développement 

des nodosités (Chapitre 2, Figure 24C). Chez le génotype Puget, une régulation positive des 

gènes associés à l’activité cellulaire est observée de manière synchronisée avec la régulation 

positive des gènes liés au développement après 6 jours de ré-arrosage. Bien que nous n’ayons 

pas analysé l’expression des gènes « fixateurs », ces gènes étant bactérien, ces résultats 

pourraient traduire une réactivation forte du fonctionnement des nodosités et seraient ainsi 

également cohérent avec l’évolution de la récupération de l’acquisition de l’azote mise en 

évidence dans le chapitre 2, notamment au travers du suivi du contenu en azote de la plante. 

En effet, la récupération de l’acquisition en azote commence après 10 jours de ré-arrosage 

pour Puget contre 3 pour Kayanne mais se fait ensuite de manière plus intense (Chapitre 2, 

Figure 25A). Cela serait aussi en accord avec les hypothèses précédentes au sein des racines, 

concernant la reprise de la synthèse des amides à partir des acides aminés préalablement 

accumulés. La liste des gènes sur-exprimés après 4h de ré-arrosage spécifiquement chez 

Puget est enrichi en gènes de réponse au stress hydrique (GO:0009415) ce qui suggère que 

les nodosités du génotype Puget sont toujours dans un état de stress après 4h de ré-arrosage. 

Il s’agit là d’une augmentation de l’expression de gènes de LEA et notamment de déhydrines. 

Une forte accumulation de ces protéines a en effet été décrite en réponse au stress hydrique 

ainsi qu’en réponse à l’acide abscissique engendrant une meilleure tolérance au stress de par 

leur rôle protecteur (Hanin et al., 2011). De plus, le gène MtCAS31, codant pour une 

déhydrine, a été montré comme étant exprimé dans les nodosités chez Medicago truncatula 

et cette déhydrine interagit avec la leghémoglobine MtLb20-1 la protégeant ainsi des 

dommages dus au stress hydrique (Li et al., 2018).  

En conclusion, que ce soit dans les racines ou dans les nodosités, des régulations spécifiques à 

chacun des génotypes ont été identifiées. Nos données suggèrent que les plantes WD du 
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génotype Puget au début du ré-arrosage sont toujours en « état de stress », que ce soit dans 

les racines ou dans les nodosités (Figures 48 et 49). De la même manière, la sous-expression 

de gènes codant pour des nodulines tardives nous suggère la présence de nodosités plus 

jeunes pour le génotype Puget. 

D- Bases moléculaires sous-jacentes à la fixation du N2 dans les nodosités et à 
l’interaction entre métabolismes C et N dans les racines.  

Dans le but d’analyser en détails l’effet du déficit hydrique et du ré-arrosage sur certaines 

voies métaboliques ciblées, les modifications d’accumulation des métabolites impliqués dans 

ces voies ainsi que l’expression des gènes codant les enzymes clés associées ont été suivies en 

fin de période de déficit hydrique et lors du ré-arrosage. Les gènes ont été sélectionnés en 

fonction de leur niveau d’expression dans l’organe concerné, le ou les gènes ayant 

l’expression la plus importante ayant été sélectionnés.  

1- La fixation symbiotique de l’azote dans les nodosités 

Le stress hydrique est connu pour entrainer une diminution de l’activité de fixation de l’azote 

atmosphérique (Streeter 2003; Prudent et al., 2016), bien que nous ne l’ayons pas observé 

lors de notre expérimentation (Chapitre 2, Tableau 1). Trois hypothèses ont été proposées 

pour expliquer cette limitation : i) un feedback négatif de l’activité de la nitrogénase par des 

composés azotés (Neo and Layzell, 1997; Serraj et al., 1999; King and Purcell, 2001; Larrainzar 

et al., 2009), ii) une baisse de la perméabilité du cortex des nodosités et donc de la diffusion 

de l’O2 dans les nodosités entrainant une limitation de l’O2 disponible pour la production 

d’ATP nécessaire à la fixation symbiotique l’azote (Durand et al., 1987; Gonzalez et al., 2001; 

Naya et al., 2007), ou iii) une baisse de l’allocation en carbone de la plante vers les nodosités 

(González et al., 1998; Galvez 2005), voire une combinaison de plusieurs de ces hypothèses 

(Gonzalez et al., 2001; Marino et al., 2006; Nasr Esfahani et al., 2014). Bien que dans notre 

expérience, l’activité de fixation soit maintenue durant la période de déficit hydrique, elle 

baisse significativement lors du ré-arrosage pour le génotype Puget (Chapitre 2, Tableau 1). 

Ces hypothèses concernant les causes de la limitation de la fixation pendant le stress 

pourraient aussi expliquer celle qui est observée lors de la période de ré-arrosage. Il peut être 

ainsi raisonnable de penser qu’une levée de ces limitations puisse permettre une 

récupération.  
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Les nodosités sont constituées à la fois d’une structure racinaire (issue de la plante), et d’une 

structure bactérienne, contenant des bactéries différenciées ou non en bactéroïdes selon les 

zones (voir Chapitre 1, partie II-2-a). Il est à noter qu’au niveau transcriptomique, seuls les 

ARNs issus de la plante ont été séquencés. Cependant, au niveau métabolomique, les valeurs 

obtenues dans les nodosités sont la résultante d’une accumulation dans les structures 

végétales et dans la structure bactérienne. L’accumulation du saccharose, glucose, glucose-6-

phosphate, fructose-6-phosphate, malate, asparagine, aspartate, glutamine, glutamate a pu 

être quantifiée dans les nodosités de même que celle de la plupart des métabolites impliqués 

dans le cycle TCA, et le différentiel d’expression des gènes codant l’asparagine synthase (AS), 

la glutamine amidotransférase (GOGAT), l’alcaline invertase (AI), la sucrose synthase (SS), la 

phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPc), l’aspartate aminotransférase (AAT) et la glutamine 

synthétase (GS) a été calculé. L’ensemble de ces données a été récapitulé sur la Figure 46. 

 Rétrocontrôle azoté 

Parmi les composés azotés, les acides aminés ont été proposés comme responsables du 

rétrocontrôle négatif de l’activité de fixation de l’azote et notamment l’aspartate, 

l’asparagine, le glutamate et la glutamine (Neo and Layzell, 1997; Vadez et al., 2000). 

Cependant, notre analyse ne montre aucune accumulation de ces composés à la fin de la 

période de stress hydrique dans les nodosités des plantes WD comparées aux plantes 

contrôles, à l’exception de la glutamine, pour le génotype Kayanne uniquement. De plus, 

après 7 jours de ré-arrosage, l’activité de fixation de l’azote des plantes stressées n’est pas 

différente de celles des plantes contrôles pour ce génotype (Chapitre 2, Tableau 1), or 

l’accumulation de glutamine est toujours supérieure après 6 jours de ré-arrosage (Figure 46). 

Un rétrocontrôle azoté local ne semble donc pas être responsable de la baisse de l’activité de 

fixation observée lors de la période de ré-arrosage chez les plantes WD du génotype Puget. 

Ces acides aminés pourraient également avoir été exportés dans les parties aérienne et un 

rétrocontrôle longue distance, des parties aériennes vers les nodosités, pourrait avoir lieu. Il 

convient donc d’effectuer des mesures au niveau des flux dans le phloème avant d’écarter 

définitivement cette hypothèse.  

 Limitation de la disponibilité en O2 

La leghémoglobine est une protéine qui permet le transport de l’oxygène jusqu’aux bactéries 
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afin d’assurer la respiration (Appleby, 1984; Layzell and Hunt, 1990). Une régulation négative 

de l’expression de plusieurs gènes codant pour la leghémoglobine à la fin de la période de 

déficit hydrique et/ou dans les premières heures de ré-arrosage a pu être observée, bien que 

cela soit plus marqué pour le génotype Kayanne (8 gènes sur 9) que pour le génotype Puget 

(4 gènes sur 9). Cependant, pour le génotype Puget uniquement, une régulation négative de 5 

de ces gènes est également observée en fin de période de ré-arrosage (3 et 6 jours de ré-

arrosage). Ainsi, nous pouvons formuler l’hypothèse selon laquelle la diminution de 

l’accumulation de la leghémoglobine après 3 et 6 jours de ré-arrosage puisse contribuer à la 

baisse de la fixation de l’azote observée chez Puget après 7 jours de ré-arrosage (Chapitre 2, 

Tableau 1). De plus, cette baisse de la leghémoglobine entraînant une baisse de la 

disponibilité en O2, cela peut mener à une diminution de la production d’ATP et un 

ralentissement du métabolisme et notamment de la glycolyse pouvant mener à une 

accumulation des sucres.  

 Limitation de l’allocation en carbone 

La sucrose synthase (SS), qui clive le saccharose en UDP-glucose et fructose, a été montrée, 

chez le soja en particulier, comme ayant un rôle important dans la fourniture d’hexose aux 

nodosités au cours de leur développement (González et al., 1995; Gordon et al., 1999). Chez 

le pois, en réponse au stress hydrique, l’activité de cette enzyme diminue dans les nodosités 

(González et al., 1995, 1998) entrainant ainsi une réduction de la disponibilité en malate, 

substrat pour la respiration bactérienne (Galvez, 2005; Ladrera et al., 2007).  

En accord avec ces résultats et bien que l’activité de la SS n’ait pas été mesurée dans notre 

étude, l’expression des gènes codant cette enzyme voient leur expression réduite en réponse 

à un stress hydrique chez Kayanne ce qui entraine une accumulation d’hexose dans la cellule 

et du pool de glutamine. L’activité de la glycolyse réduite par la baisse de fourniture d’énergie 

(perméabilité du cortex) conduit à une baisse des pools de sucres phosphatés de la glycolyse 

ainsi que de malate, fourniture en carbone majeure de la bactérie pour son métabolisme 

énergétique. Ces séquences de réponses sont similaires pour Puget mais décalées dans le 

temps et moins précoces (fructose, fructose-6-phosphate, glucose-6-phosphate, malate 

notamment. Ainsi, alors que tous ces métabolites retournent à un niveau similaire à celui des 

plantes WW après 6 jours de ré-arrosage, le contenu en malate est toujours significativement 
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moins important chez les plantes WD du génotype Puget. Cette baisse d’accumulation du 

malate pourrait potentiellement expliquer la baisse significative de l’activité de fixation de 

l’azote observée dans le chapitre 2 pour le génotype Puget (Chapitre 2, Tableau 1).  

Ainsi, nos résultats suggèrent une implication potentielle de la limitation de l’allocation en 

malate et de la disponibilité en O2 dans la diminution de l’activité de fixation de l’azote chez 

les plantes WD du génotype Puget après 7 jours de ré-arrosage.  

2- Le métabolisme C : N dans les racines 

Afin de mieux appréhender les interactions entre métabolisme carboné et métabolisme azoté 

dans les racines, les modifications (i) de l’accumulation des principaux métabolites (dont les 

acides aminés) et (ii) de l’expression des gènes codant les enzymes impliquées dans la 

glycolyse, la voie des pentoses phosphates et le cycle TCA ont été analysées et sont 

présentées sur la Figure 47. 

De manière générale, à l’exception du glucose et du pyruvate dont l’accumulation augmente 

chez les plantes WD des deux génotypes, l’accumulation des métabolites de la glycolyse et du 

cycle TCA est diminuée en réponse au déficit hydrique puis est suivie d’un retour à un niveau 

équivalent à celui des plantes contrôles lors de la période de ré-arrosage. De la même 

manière, l’expression des gènes codant les enzymes associés à ces deux voies est 

majoritairement régulée négativement par le déficit hydrique. L’accumulation des 

métabolites des pentoses phosphates n’est quand-à-elle pas modifiée en réponse au déficit 

hydrique et au ré-arrosage. L’accumulation des acides aminés en fin de période de déficit 

hydrique est globalement plus importante chez les plantes WD en comparaison des plantes 

WW à l’exception de l’histidine, l’alanine, l’aspartate et l’arginine pour les deux génotypes et 

la cystéine pour Puget uniquement.  

Cette Figure intégrative nous permet de voir que suite au stress hydrique et durant la période 

de ré-arrosage, Kayanne augmente plus fortement et plus longtemps sa synthèse d’acides 

aminés que Puget, en particulier pour les acides aminés en amont du TCA. De plus, l’aspartate 

est le seul acide aminé dont l’accumulation ne bouge pas en réponse au déficit hydrique mais 

qui diminue dès les premières heures de ré-arrosage pour les deux génotypes. Ainsi, 

l’équilibre entre l’aspartate et la thréonine, la méthionine, l’asparagine et la lysine est en 



178 

 

  

Fi
gu

re
 4

8
 :

 C
o

m
p

ar
ai

so
n

 d
es

 g
én

o
ty

p
es

 K
ay

an
n

e 
et

 P
u

ge
t 

p
o

u
r 

le
u

rs
 r

ép
o

n
se

s 
tr

an
sc

ri
p

ti
o

n
n

el
le

, 
m

ét
ab

o
li

q
u

e 
et

 h
o

rm
o

n
al

e 
d

an
s 

le
s 

ra
ci

n
es

. 
Le

s 
p

ri
n

ci
p

au
x 

ré
su

lt
at

s 
o

b
te

n
u

s 
gr

âc
e 

au
x 

an
al

ys
es

 «
 o

m
iq

u
es

 »
 s

o
n

t 
ré

su
m

és
. 

Le
s 

ca
d

re
s 

ro
u

ge
s 

co
rr

es
p

o
n

d
en

t 
à 

u
n

e 

ré
gu

la
ti

o
n

 p
o

si
ti

ve
 c

h
ez

 l
es

 p
la

n
te

s 
st

re
ss

ée
s/

ré
-a

rr
o

sé
es

 p
ar

 r
ap

p
o

rt
 a

u
x 

p
la

n
te

s 
co

n
tr

ô
le

s 
et

 l
es

 c
ad

re
s 

b
le

u
s 

co
rr

es
p

o
n

d
en

t 
à 

u
n

e 

ré
gu

la
ti

o
n

 n
ég

at
iv

e.
 1

3
j W

D
 : 

1
3

j d
e 

d
éf

ic
it

 h
yd

ri
q

u
e,

 4
h

 R
 : 

4
h

 d
e 

ré
-a

rr
o

sa
ge

, 1
j R

, 3
j R

 e
t 

6
j R

 : 
1

j, 
3

j e
t 

6
j d

e 
ré

-a
rr

o
sa

ge
.  

K
ay

an
n

e 
P

u
ge

t 



179 

faveur de ce second groupe. Ensuite, la phénylalanine, la thréonine et l’ensemble des acides 

aminés à chaine ramifiée (valine, leucine et isoleucine) restent plus fortement accumulés 

dans les plantes WD pendant une durée plus longue que la moyenne des autres acides 

aminés (jusqu’à 3 jours de ré-arrosage contre un retour à niveau contrôle dans la première 

journée de ré-arrosage). Un maintien de l’accumulation supérieure de ces acides aminés chez 

les plantes stressées lors du ré-arrosage post-stress hydrique a par ailleurs déjà été observé 

chez Arabidopsis (Huang and Jander, 2017). Cependant les auteurs n’ont pas pu déterminer si 

cette accumulation était liée à la fonction protectrice de ces acides aminées ou sont 

simplement un artefact dû à la dégradation des protéines, des recherches supplémentaires 

sont nécessaires. 

En réponse au déficit hydrique, le métabolisme carboné des plantes WD des deux génotypes 

est globalement diminué alors qu’une augmentation de l’accumulation des acides aminés est 

observée. Cependant, cette augmentation est plus forte et plus longue pour le génotype 

Kayanne en comparaison du génotype Puget, pour ce qui est des acides aminés en amont du 

TCA.  

IV- Conclusion 

Afin d’obtenir une vision globale des réponses de la plante de pois au déficit hydrique et au 

ré-arrosage et de synthétiser les principales différences observées entre les deux génotypes, 

les principaux résultats obtenus pour chaque génotype au cours des analyses hormonales, 

métabolomiques et transcriptomiques ont été récapitulés dans la Figure 48 pour les racines 

et dans la Figure 49 pour les nodosités.  

 

Une inhibition de la croissance et de l’assimilation d’azote en réponse au déficit hydrique  

Que ce soit dans les racines ou dans le nodosités et pour le génotype Kayanne ou le génotype 

Puget, une augmentation de l’accumulation de l’ABA (Figures 29A et 29A) ainsi qu’une 

régulation négative des gènes impliqués dans la croissance cellulaire (Figures 42 et 43) est 

observée en réponse au déficit hydrique. Ces réponses s’accompagnent au niveau des 

nodosités d’une surexpression de gènes impliqués dans la réponse aux stress (Figure 43). 

Cette baisse de croissance est associée à une baisse de l’activité métabolique comme le 

traduit la diminution de l’accumulation des métabolites du cycle TCA dans les plantes WD par 
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rapport au plantes WW ainsi qu’une baisse de l’assimilation de l’azote suggéré par la baisse 

d’accumulation des métabolites impliqués dans le métabolisme du glutamate (Figure 36). 

Un décalage dans la régulation de la croissance des nodosités entre Kayanne et Puget en 

réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage 

Au niveau des nodosités, l’accumulation de l’ABA (Figure 30A) de même que la sur-expression 

de gènes de réponse au stress et la sous-expression de gènes de croissance nodulaire (Figure 

43) se poursuivent durant les premières heures de ré-arrosage pour Puget alors qu’il y a une 

récupération immédiate pour Kayanne. Ainsi, les nodosités du génotype Puget semblent être 

toujours en conditions de stress dans les premières heures de ré-arrosage au contraire du 

génotype Kayanne. On constate également chez Puget une régulation positive de gènes de 

réponse aux stress biotiques après 4h de ré-arrosage (Figure 45). Tout cela pourrait induire 

pour ce génotype l’inhibition de nouvelles nodosités et contribuer au délai d’initiation de 

nouvelles nodosités mis en évidence dans le chapitre 2 (Chapitre 2, Figure 24C).  

Ce décalage dans le temps est également mis en évidence lors de la récupération dans la 

reprise de la croissance des nodosités. Elle s’initie après 3 jours de ré-arrosage pour Kayanne 

contre 6 jours pour Puget (Figures 43 et 45). De plus, ce décalage de croissance semble 

associé à un décalage de reprise de l’activité de fixation de l’azote comme le soulignent d’une 

part la baisse des métabolites impliqués dans le métabolisme du glutamate - donc 

potentiellement l’assimilation de l’azote - (Figure 36) et d’autre part la régulation négative 

des gènes liés au transport de l’oxygène et à la production des nodulines tardives - deux 

acteurs liés au processus de fixation - (Figure 45). Tout cela est cohérent avec la reprise de 

l’acquisition de l’azote mise en évidence dans le chapitre 2 de manière plus précoce pour le 

génotype Kayanne par rapport au génotype Puget.  

Cependant, ce décalage est-il du à des différences de dynamique dans l’expression des gènes 

impliqués dans le développment et le fonctionnement des nodosités ou est-il dû à la mise en 

place de mécanismes de récupération concernant d’autres processus qui entraineraient un 

retard dans l’activation de ce programme transcriptionnel ? Dans cette étude, nous nous 

somme concentrés sur la partie racinaire nodulée, cependant qu’en est-il de la reprise de la 

photosynthèse ou de l’expansion foliaire notamment ? Ainsi chez Puget, la plante pourrait 

diriger son énergie non pas vers la récupération au niveau des nodosités mais plutôt au 
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niveau aérien. 

La production de SA et les réponses de protection, des éléments clés pour une meilleure 

récupération ? 

Au niveau racinaire, on remarque notamment une production de SA durant la période de 

déficit hydrique (Figure 29B) ainsi qu’un maintien du contenu en sucres uniquement pour le 

génotype Kayanne (Figure 35). Le SA ayant été montré comme induisant une activité anti-

oxydante (Horváth et al., 2007), ces deux éléments semblent cohérents avec le maintien de la 

croissance racinaire durant la période de déficit hydrique pour le génotype Kayanne observée 

dans le chapitre 2 (Figure 24A).  

Une seconde différence entre les deux génotypes concerne les réponses de protection mises 

en place. On constate en effet d’une part une accumulation de SA lors du ré-arrosage de 

manière plus importante dans les nodosités des plantes WD du génotype Kayanne que du 

génotype Puget (Figure 30B), or, le SA est connu pour notamment induire l’activité d’enzymes 

antioxydantes (Kang et al., 2013). D’autre part une accumulation de polyamines a été 

observée uniquement pour les nodosités des plantes WD du génotype Kayanne (Figure 36), 

ces différents métabolites ayant des rôles importants dans la tolérance au stress hydrique de 

par leur rôle antioxydant (Seo et al., 2019). 

De plus, la croissance nodulaire semble régulée négativement plus longtemps chez le 

génotype Puget, comme décrit précedement, et les nodosités des plantes WD de ce génotype 

ont été montrées comme restant en « état de stress » de manière plus longue que pour le 

génotype Kayanne, comme le traduit la surexpression de gènes de réponse au stress (Figure 

45).  

Ainsi une hypothèse pourrait être que la production de composés protecteurs permettrait 

aux plantes WD du génotype Kayanne une meilleure récupération des nodosités au déficit 

hydrique leur permettant ainsi une reprise de croissance et d’activité plus rapide que chez le 

génotype Puget.  

Un rôle important du métabolisme soufré ? 

Alors qu’il y a une hausse de l’accumulation de métabolites du métabolisme du soufre tels 

que la cystéine et la méthionine dans les racines des deux génotypes en réponse au déficit 
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hydrique, il y a une récupération uniquement pour le génotype Kayanne, la cystéine, 

notamment, restant plus fortement accumulée dans les plantes WD du génotype Puget 

même après 6 jours de ré-arrosage (Figure 35). De plus, la liste des gènes sur-exprimés après 

1 jour de ré-arrosage spécifiquement chez Puget sont enrichis en transporteurs de sulfate 

(Figure 44). Or, le soufre est un élément minéral central dans la plante, notamment en 

conditions de stress hydrique, de nombreux composés soufré étant produits et permettant 

une meilleure tolérance (Chan et al., 2013). Ces différences de régulations entre Kayanne et 

Puget pourraient traduire des stratégies différentes, Puget maintenant la production de 

certains composés plus longtemps que Kayanne. 
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I - Retour sur les principaux résultats de la thèse 

L’objectif de cette thèse était de caractériser les mécanismes permettant à la plante de 

pois de récupérer après un déficit hydrique, en considérant en particulier la croissance de la 

plante et son acquisition d’azote. Pour cela, une étude comparative a été conduite sur deux 

génotypes, Kayanne et Puget, auxquels un déficit hydrique de deux semaines a été appliqué 

lors du stade végétatif, suivi d’un ré-arrosage en conditions optimales. Il s’agissait dans un 

premier temps d’identifier et hiérarchiser les mécanismes écophysiologiques mis en jeu, 

notamment en utilisant un cadre d’analyse écophysiologique de type structure-fonction axé 

sur les flux de carbone, azote et eau dans la plante et en mesurant de manière précise la 

photosynthèse et la fixation symbiotique de l’azote lors d’une expérimentation de marquage 

isotopique. 

Dans un second temps l’objectif était de déterminer les composantes moléculaires sous-

jacentes à ces mécanismes de récupération en utilisant des approches de type « omiques » 

(métabolomique, transcriptomique et dosages de phytohormones) dans les compartiments 

racinaire et nodulaire afin de mettre en évidence les voies métaboliques et les gènes clés 

impliqués lors de la récupération post-stress.  

 

L’originalité de ce projet a ainsi reposé d’une part sur son sujet d’étude qui s’intéresse à 

une caractérisation dynamique de la période de récupération après un déficit hydrique, et ce 

sur une période de deux semaines après la fin du stress, et d’autre part sur son approche 

pluridisciplinaire faisant intervenir une analyse du transcriptome, du métabolome et une 

analyse des réponses phytohormonales. Ces approches complexes peuvent, lorsqu’elles sont 

utilisées de manière synergique (intégration multi-omiques par exemple), d’une part 

d’extraire les propriétés émergentes du système à chaque niveau d’intégration (les processus 

biologiques, les gènes, les métabolites, …) mais également les relations existantes entre les 

différents éléments de ce systèmes, au sein des différentes échelles.  
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1) Les capacités de résilience de Kayanne et Puget sont contrastées et peuvent 
s’expliquer par la mise en place de stratégies de récupération différentes (Chapitre 2) 

Un impact comparable du déficit hydrique pour les deux génotypes : Nous avons observé 

une réduction similaire de l’accumulation de biomasse chez les plantes des deux génotypes 

en réponse au déficit hydrique. Cette réduction de biomasse résulte d’une diminution de la 

surface foliaire et de sa fonction photosynthétique. Au niveau du système racinaire, ce sont 

les nodosités, structures responsables de l’acquisition de l’azote, qui sont les plus affectées 

par le déficit hydrique conduisant à une réduction de l’acquisition de l’azote par la plante. 

Cela se traduit par un contenu total en azote plus faible pour les plantes stressées des deux 

génotypes ainsi que par la baisse de l’indice de nutrition azote (INN) des plantes.  

Cependant, malgré les similarités de réponses au déficit hydrique des deux génotypes 

observées sur des caractères intégratifs que sont les accumulations de biomasses, des 

différences d’impacts sur les processus ont pu être mises en évidence concernant le maintien 

du statut hydrique de la plante : la réduction de la conductance stomatique induite par le 

déficit hydrique dure plus longtemps chez Kayanne que chez Puget et est associée à une 

meilleure efficience d’utilisation de l’eau pour Kayanne que pour Puget. L’allocation de 

carbone (C) au sein du système racinaire nodulé et en particulier vers les nodosités est 

réduite pour les deux génotypes alors que l’allocation de C vers les racines est maintenue 

pour Puget voire augmentée pour Kayanne. 

…Mais des stratégies de récupération contrastées lors du ré-arrosage : Chez le génotype 

Puget, le rendement à maturité physiologique des plantes ayant subi l’épisode de déficit 

hydrique était inférieur à celui des plantes contrôles contrairement à ce qui a été observé 

pour le génotype Kayanne. L’impact du déficit hydrique étant comparable chez les deux 

génotypes, ces différences lors de la période de récupération pourraient expliquer ces 

différences d’efficience de résilience. L’étude détaillée des réponses mises en place lors de la 

période de ré-arrosage suivant le déficit hydrique a reposé sur la dissection de processus liés 

aux flux de C, N et eau qui ont été résumés dans un schéma conceptuel de dynamique de 

récupération (Chapitre 2, Figure 26). Nous avons pu mettre en évidence des stratégies de 

récupération contrastées entre Kayanne et Puget, principalement concernant l’acquisition de 

l’azote. En effet, nous avons observé : 
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- des temps de latence (Chapitre 2, Figure 25, 3 et 7 jours de ré-arrosage) avant 

l’initiation de la récupération différents entre génotype,  

- des vitesses de récupération contrastées (Chapitre 2, Figure 25, 3 et 7 jours de ré-

arrosage) 

- des écarts entre l’état atteint par les plantes stressées et celui des plantes n’ayant pas 

subi le stress (Chapitre 2, Figure 24B). 

Ainsi, concernant l’acquisition de l’azote, le génotype Kayanne initie sa récupération de 

manière précoce, après 3 jours de ré-arrosage, et retourne progressivement à un état 

similaire à celui des plantes contrôles. Le génotype Puget initie quant à lui sa récupération 

plus tardivement que Kayanne, après 7 jours de ré-arrosage, mais récupère plus rapidement 

que Kayanne, allant même jusqu’à une surcompensation des baisses préalables observée, 

notamment concernant la proportion de nodosités au sein du système racinaire. Après 15 

jours de ré-arrosage, il n’y a pas de différence entre ces génotypes.  

Ce décalage cinétique entre les deux génotypes concernant la modulation de leur 

statut azoté peut être relié à la croissance et au développement des structures impliquées 

dans le prélèvement d’azote, les nodosités. On observe uniquement chez Puget un retard 

dans l’initiation de la seconde vague de nodulation par rapport aux plantes contrôles. De 

même, le phénomène de surcompensation mentionné plus haut s’explique par la forte 

augmentation, uniquement chez Puget, du nombre de nodosités des plantes stressées 

(supérieur de 45 %) par rapport aux plantes contrôles. 

La dynamique de récupération du statut azoté (INN) est très proche de celle de la 

biomasse totale, ce qui souligne l’importance des processus liés à l’acquisition de l’azote dans 

la récupération après un déficit hydrique chez le pois. Ainsi, la stabilité du rendement à 

maturité physiologique pourrait être liée à la récupération en termes de reprise de 

l’acquisition de l’azote et une initiation rapide de cette récupération avec un ajustement 

précis du nombre de nodosités formé permettrait une meilleure stabilité du rendement. En 

effet, l’azote étant un élément essentiel de la croissance des plantes et la dynamique de 

modifications observée sur les composantes de l’acquisition d’azote, structurales (biomasse 

et nombre) et fonctionnelles (activité spécifique de fixation) pourrait donc expliquer, au 

moins en partie les modulations observées au niveau de l’accumulation de biomasse. 
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Cette initiation plus tardive de la seconde vague de nodulation chez Puget par rapport à 

Kayanne pourrait être liée à des différences dans les règles d’allocation de l’énergie au sein de 

la plante. En effet, les plantes stressées du génotype Puget initie leur récupération en termes 

d’efficience d’utilisation du rayonnement (RUE) plus précocement que celles du génotype 

Kayanne et vont jusqu’à une surcompensation, avec une RUE supérieure à celles des plantes 

contrôles. Puget semble ainsi favoriser d’abord la reprise de l’acquisition du carbone puis 

dans un deuxième temps sa nutrition azotée alors que Kayanne semble faire les deux en 

même temps. 

2) Les analyses des bases moléculaires sous-jacentes à la récupération soulignent 
des différences de régulation principalement dans les nodosités (Chapitre 3) 

Dans le but de mieux caractériser les bases moléculaires sous-jacentes à la récupération, 

nous avons poursuivi notre étude en utilisant une approche basée sur des analyses 

« omiques » (transcriptomique, métobolomique, phytohormones). Les modifications du 

transcriptome et du métabolome des deux génotypes en réponse au déficit hydrique et au ré-

arrosage ont ainsi été comparées afin d’identifier les mécanismes moléculaires pouvant 

expliquer les différences de récupération observées précédemment. Les racines sont le 

premier organe à ressentir un stress hydrique et donc également à percevoir le ré-arrosage et 

occupe un rôle clé dans la réponse au stress hydrique notamment de par leur rôle dans le 

prélèvement de l’eau et des nutriments. Dans le cas des légumineuses, les racines sont 

également le lieu de développement des nodosités. Or, le stress hydrique est connu pour 

impacter négativement la fixation de l’azote pouvant conduire à une carence azotée et 

grandement limiter la croissance et l’établissement de rendement (Zahran, 1999). Ainsi, pour 

cette étude, nous nous sommes focalisés sur les compartiments racinaire et nodulaire. 

Une diminution de la croissance, racinaire comme nodulaire, a été soulignée en réponse au 

déficit hydrique (Chapitre 3, Figures 48 et 49), comme peut le traduire la baisse de 

l’accumulation des métabolites du cycle TCA d’une part et la sous-expression de gènes 

impliqués dans la croissance et le développement d’autre part. Cette réduction de la 

croissance est associée à une diminution de l’assimilation de l’azote, comme le suggère la 

réduction de l’accumulation des métabolites impliqués dans le métabolisme du glutamate.  

Le décalage cinétique concernant la récupération en termes d’acquisition de l’azote entre 

Kayanne et Puget, précédemment observé lors de l’analyse écophysiologique, est retrouvé au 
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niveau du transcriptome des nodosités (Chapitre 3, Figure 49). En effet, une sur-expression de 

gènes liés à la croissance des nodosités est constatée chez les plantes stressées dès 3 jours de 

ré-arrosage pour Kayanne mais plus tardivement, après 6 jours de ré-arrosage pour Puget. Ce 

décalage pourrait être dû à une différence dans la dynamique d’expression de certains gènes, 

ce programme transcriptionnel étant « ré-activé » plus tardivement chez Puget que chez 

Kayanne après un stress hydrique. Cela pourrait être la conséquence de la mise en place 

d’autres processus spécifiquement chez Puget, retardant la reprise de croissance des 

nodosités, la plante favorisant d’abord la reprise de l’acquisition du carbone par exemple. Ce 

décalage est, par ailleurs, également observé au niveau des métabolites du cycle TCA. 

L’accumulation de ces métabolites est réduite en réponse au déficit hydrique chez les plantes 

stressées des deux génotypes et leurs niveaux d’accumulation redeviennent similaires aux 

plantes contrôle après 6j de ré-arrosage chez Kayanne mais pas encore chez Puget. 

Ces analyses « omiques » mettent en lumière une seconde différence entre nos deux 

génotypes concernant la mise en place, en réponse au déficit hydrique, de réponses de 

défense (osmo-protecteur et antioxydant) dans les nodosités, spécifiquement chez le génotype 

Kayanne. Tout d’abord, nous avons pour les deux génotypes, lors de la période de ré-

arrosage, une accumulation d’acide salicylique, hormone impliquée dans l’activation 

d’enzymes anti-oxydantes (Horváth et al., 2007). Cette accumulation est cependant plus 

importante pour le génotype Kayanne en comparaison du génotype Puget. Ensuite, nous 

avons mis en évidence une accumulation de métabolites à rôle antioxydant, tels que des 

polyamines, spécifiquement chez les plantes stressées du génotype Kayanne dès la fin de 

période de déficit hydrique et durant la période de ré-arrosage. Tout cela traduit donc la mise 

en place de réponses protectrices. A l’inverse, une surreprésentation de gènes impliqués dans 

les réponses au stress observées au sein des gènes surexprimés dans les nodosités à la fin de 

la période de déficit hydrique pour les deux génotypes, est toujours présente après 4 heures 

de ré-arrosage pour le génotype Puget uniquement. Cela pourrait traduire un « état de 

stress » toujours présent pour les nodosités du génotype Puget. Ainsi, une hypothèse pourrait 

être que la cinétique de réponses de défenses mises en place chez Kayanne pourrait 

permettre aux nodosités de récupérer et ainsi redémarrer leur croissance et activité plus 

rapidement.  
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Ainsi, la mise en place de réponses communes aux deux génotypes mais également des 

réponses spécifiques à chaque génotype a pu être soulignée. Ces différences de réponses 

nous ont permis d’identifier des processus biologiques impliqués dans la récupération 

pouvant potentiellement expliquer la différence d’efficience de récupération observée entre 

Kayanne et Puget. De ce fait, la régulation de la croissance des nodosités ainsi que les 

réponses de défense pourraient jouer un rôle clé dans la détermination de l’efficience de 

récupération après un déficit hydrique. Nous avons pu acquérir un jeu de données 

conséquent et en extraire des informations quant-aux processus biologiques pouvant être 

impliqués, cependant approfondir notre analyse nous permettrait d’identifier un ou plusieurs 

gènes clés au cœur de ces processus pouvant être utilisés comme candidats dans le 

développement de nouvelles variétés mieux adaptées aux conditions hydriques fluctuantes. 

 

En conclusion, ce projet de thèse nous a permis d’effectuer une caractérisation de la 

récupération chez deux génotypes de pois contrastés et ainsi d’ouvrir des pistes concernant 

l’identification des processus biologiques clés impliqués dans la récupération et pouvant ainsi 

permettre de mieux récupérer après un déficit hydrique. Nous avons ainsi pu acquérir un 

large jeu de données multi-échelles constituant une base de réflexion pour la compréhension 

de la récupération et de sa régulation.  

II - Perspectives de recherche 

1) Etude de l’architecture racinaire des deux génotypes et de l’effet du déficit 
hydrique et du ré-arrosage sur cette dernière 

Le déficit hydrique est connu pour entrainer des modifications de l’architecture racinaire 

(modification du nombre de racines latérales, de leur longueur ou de leur angle d’insertion 

notamment) qui a un impact sur l’acquisition de l’eau et des nutriments. Ces modifications 

d’architecture peuvent également influencer le développement et la croissance des nodosités 

ces deux organes étant antagonistes vis-à-vis de l’utilisation du carbone (Hacin et al., 1997; 

Tricot et al., 1997). Les deux génotypes étudiés possèdent des architectures racinaires 

contrastées (Annexe 2). Il serait ainsi intéressant d’analyser quelles modifications de 

l’architecture racinaire sont mises en place lors du déficit hydrique et lors de la période de ré-

arrosage chez Kayanne et chez Puget ? 
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Lors de notre première expérimentation, des plantes ont également été cultivées dans des 

contenants spéciaux permettant l’analyse racinaire de manière non destructive : les 

RhizoTubes®. Un phénotypage du système racinaire nodulé a été effectué de manière 

quotidienne tout au long de l’expérimentation par acquisition d’images. Le développement 

d’algorithmes permettant d’analyser ces images et d’en retirer des données d’architecture, 

telles que des mesures de longueur ou de surface racinaire est long et l’obtention des 

données a été tardive. Elles n’ont ainsi pas pu être analysées pendant le temps imparti pour la 

thèse.  

Il s’agira alors de voir si Kayanne et Puget modulent leur architecture racinaire notamment 

d’un point de vue de la surface de la zone d’exploration du système racinaire mais aussi de la 

densité racinaire au sein de cette zone. Il serait également intéressant de regarder si les 

plantes mettent en place des adaptations morphologiques telle qu’une modification de la 

surface spécifique des racines (surface / longueur de racine) pouvant ainsi leur permettre de 

moduler l’efficience de prélèvement pour un coût carboné réduit. Une hypothèse pourrait 

être que des modifications de l’architecure racinaire, génotypes spécifiques, participeraient à 

expliquer les différences de récupération de l’activité spécifique de prélèvement de l’eau, 

cette dernière étant plus précoce chez Puget par rapport à Kayanne. 

Certains traits d’architectures n’ont pu être obtenus avec l’algorithme d’analyses d’images 

que nous avons et il pourrait être intéressant d’en développer de nouveaux. Il faudrait alors 

qu’ils puissent mesurer des traits tels que le nombre mais aussi l’angle d’insertion des racines 

latérales. Il serait également nécessaire de pouvoir obtenir des mesures sur les nodosités et 

notamment la surface de nodosités présentes, de leurs positions sur les racines. 

2) Approfondissement des analyses « omiques » 

Les analyses transcriptomiques que nous avons conduites nous ont permis d’identifier des 

listes de gènes DE en réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage pour chacun des 

génotypes, dans les racines et les nodosités. . Des analyses d’enrichissement GO de ces listes 

de gènes DE nous ont permis d’identifier des processus biologiques communs ou spécifiques 

à Kayanne et Puget, potentiellement importants pour la récupération. Cependant, le jeu de 

données obtenu reste grand et il reste difficile d’identifier les gènes clés qui pourraient être 

déterminants pour une meilleure récupération. En effet, l’identification de gènes pouvant 

conduire à une meilleure récupération après un déficit hydrique est une voie prometteuse 
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pour le développement d’idéotypes de pois mieux adaptés aux conditions hydriques 

fluctuantes, qui pourrait ensuite guider la création ou bien la sélection variétale. 

Une approche réseau pour l’identification de gènes clés impliqués dans la récupération 

Nous pourrions envisager une approche plus holistique basée sur les réseaux de gènes. Ces 

réseaux peuvent être construits soit avec l’ensemble des données d’expression obtenues soit 

sur les gènes DE uniquement. Différents types de réseaux peuvent ensuite être construits tels 

que des réseaux de co-expression, via la méthode WGCNA par exemple (Langfelder and 

Horvath, 2008), ou les réseaux de régulation ou d’inférence (via l’utilisation de DynGenie3 par 

exemple (Huynh-Thu and Geurts, 2018). Alors que les réseaux de co-expression sont basés sur 

les similitudes de profils d’expression et mettent en évidence des liens entre gènes, les 

réseaux de régulation donnent un sens à ces liens permettant de déduire les relations de 

causalité entre les gènes. Ces réseaux permettent également de regrouper les gènes en 

modules correspondant à des sous-réseaux de gènes fortement interconnectés entre eux.  

L’analyse peut ensuite être poursuivie sur un ou plusieurs modules d’intérêt. Le choix de 

ces modules peut se faire soit sur la base de fonctions biologiques qui leur serait associées 

(par des analyses d’enrichissement en termes GO), soit en considérant ceux qui comprennent 

le plus de gènes répondant au stress étudié. L’analyse que nous avons conduite semble 

souligner l’importance des réponses au stress et à l’organogenèse des nodosités dans la 

récupération après un déficit hydrique. Nous pourrions alors nous focaliser sur les modules se 

rapportant notamment à ces processus, ou d’autres processus d’intérêt en fonction de ce que 

fera ressortir cette analyse.  

Il s’agira ensuite d’identifier au travers de ces réseaux des gènes candidats. Pour cela, nous 

pourrions identifier les gènes « hub » de ces modules. Les gènes « hub »sont des gènes très 

fortement connectés à d‘autres gènes qui sont au centre des modules. De par leur fort niveau 

de liaison aux autres gènes, ces gènes peuvent avoir des rôles régulateurs centraux. Nous 

pourrions également cibler les facteurs de transcription au centre de ces modules. Les facteurs 

de transcription, éléments régulateurs clés, constituent des gènes candidats importants dans 

la modulation de certains processus en réponse à des conditions stressantes. Une autre 

stratégie d’analyse pourrait consister en une analyse ciblée sur les facteurs de transcription 

retrouvés au sein des modules d’intérêt. Par exemple, une étude des réponses de racines 

d’Arabidopsis à différentes quantités de nitrate (Canales et al., 2014) basée sur la 
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construction d’un réseau de co-expression génique a permis l’identification de 11 modules de 

gènes dont une majorité des gènes répondant au nitrate était répartie sur seulement 4 de ces 

modules. L’analyse ciblée sur les facteurs de transcription de ces 4 modules particuliers a mis 

en évidence l’implication potentielle de différents facteurs de type bZIP et Myb dans le 

contrôle des réponses au nitrate, qu’il restera à valider. 

Si, suite à la construction de nos réseaux de gènes, un fort nombre de gènes candidats 

ressortait de l’analyse, alors il conviendrait de diminuer le nombre de candidats. Pour cela, 

une combinaison de ces deux approches pourrait être envisagée afin de réduire cette liste 

importante de gènes candidats. C’est par exemple ce qui a été fait dans l’étude des réponses 

au stress hydrique du maïs conduite par Miao et al., (2017). Elle a permis l’identification d’un 

nombre important de 844 gènes hub et la construction d’un sous-réseau centré sur les gènes 

hub identifiés et sur les facteurs de transcription a permis de mettre en évidence 5 « facteurs 

de transcription hub », c’est-à-dire des facteurs de transcription fortement liés à un grand 

nombre de gènes hub précédemment identifiés, constituant des candidats pour la régulation 

des réponses au stress hydrique (Miao et al., 2017). 

Comparer les réseaux des deux génotypes : Afin de pouvoir identifier des gènes candidats 

pouvant induire une meilleure récupération après un déficit hydrique, il s’agit de pouvoir 

comparer les réponses de ces deux génotypes. En effet, Kayanne et Puget possédant une 

capacité de résilience contrastée, une comparaison des réseaux obtenus pour chacun de ces 

génotypes nous permettrait alors d’identifier des gènes candidats. Cependant, la 

comparaison de réseaux n’est pas triviale.  

- Une première possibilité consisterait (i) à construire des réseaux propres à chaque 

génotype, qui intègreraient les données transcriptomiques aux variables morpho-

physiologiques, puis (ii) à fusionner ces réseaux au sein d’un réseau qui serait alors 

commun aux deux génotypes. Les liaisons propres à l’un ou l’autre des génotypes, ainsi 

que les liaisons communes aux deux génotypes pourraient être différenciées, facilitant 

ainsi la comparaison des génotypes. C’est cette approche qui a été menée par Rengel 

et al., (2012) lorsqu’ils ont voulu mettre en évidence les modifications 

transcriptomiques mises en place en réponse à un stress hydrique de durée fixe, par 

rapport à un stress hydrique d’intensité fixe chez le tournesol. Les auteurs ont réussi à 

montrer, en utilisant le package MixOmics (méthode SPLS : Sparse Partial Least 
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Squares), que 83 % des gènes spécifiques à un stress hydrique de durée fixe étaient liés 

au potentiel osmotique soulignant de ce fait l’importance des ajustements osmotiques 

dans les réponses au stress hydrique chez le tournesol.  

- Une deuxième possibilité consisterait à (i) construire un réseau pour chacun des 

génotypes et réalisé un clustering afin d’identifier différents modules de gènes, puis (ii) 

d’effectuer une identification de modules consensuels regroupant des gènes 

présentant des profils de co-expression similaires, via une mesure de consensus de 

dissimilarité, basée sur la moyenne pondérée des deux matrices de corrélation. Ceci 

permettra d’obtenir des modules communs définis de manière robuste pour les deux 

types génotypes, aidant ainsi à la comparaison des réseaux, les gènes n’étant assignés 

à aucun de ces modules étant groupés dans un module supplémentaire. C’est cette 

approche qui a été menée par Sharma et al., (2018) lors de leur étude comparative des 

réponses transcriptomiques obtenues lors d’un stress hydrique ou d’un stress gélif 

chez Arabidopsis thaliana. Leur utilisation du package WGCNA couplé à des mesures de 

dissimilarité, leur a permis de montrer que les gènes communs au stress hydrique et 

gélif étaient notamment impliqués dans le maintien de l’homéostasie des formes 

actives de l’oxygène et les mouvements des stomates et de constater que plusieurs 

familles de facteurs de transcription étaient communes aux deux stress et régulaient 

plusieurs gènes communs, notamment via la voie dépendante de l'ABA.  

Nous pourrions alors explorer plus en détails les modules de gènes se rapportant par 

exemple aux réponses anti-oxydantes ou à la croissance des nodosités.  

 

Comment renforcer ces réseaux via la combinaison des approches multi-omiques et 

phénomique ? 

Dans le cadre de notre étude, nous avons produit des données transcriptomiques et 

métabolomiques, ainsi que des données phénotypiques. Intégrer ces différents types de 

données pourrait nous aider à identifier des gènes candidats associés à une meilleure 

récupération notamment en nous permettant de mettre en évidence des liens entre des 

modules de gènes et des traits phénotypiques que nous avons identifiés comme importants 

dans la récupération (l’organogenèse des nodosités par exemple). 
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L’intégration de données hétérogènes entraîne cependant de nombreuses difficultés 

comme cela a été décrit récemment dans deux revues (Misra et al., 2019; Pinu et al., 2019). 

Une des difficultés principales est la méthode utilisée pour normaliser le jeu de ces données 

hétérogènes i) issues de techniques différentes, mais aussi ii) de nature variable, notamment 

en termes de taille de jeu de données (30 000 transcrits versus 200 métabolites versus une 

vingtaine de variables écophysiologiques). Il n’est donc pas simple de trouver une méthode 

de normalisation adéquate. 

Des outils d’intégration sont néanmoins disponibles et différents outils d’intégration ont été 

décrits en détails par Misra et al., (2019). Cependant, ces outils peuvent s’avérer être très 

complexes et nécessiter beaucoup de temps pour leur installation puis leur prise en main. 

Une difficulté supplémentaire est le fait qu’ils reposent sur des langages de programmation 

différents (R, Matlab, python, java, …), ce qui complexifie leur utilisation générique et peut 

entraîner des problèmes de compatibilité. Certains outils plus faciles d’utilisation ont 

cependant été conçus, mais la réduction de leur complexité s’accompagne souvent d’une 

baisse du contrôle et de la transparence de l’analyse (type « boîte noire »). Certain outils ont 

par ailleurs été développés pour des organismes particuliers (humain, levure) et ne sont pour 

le moment pas utilisable sur d’autres modèles d’étude. D’autres outils, reposant sur les 

analyses multivariées, sont largement utilisés pour l’intégration de données. Ces méthodes 

ont l’avantage d’être adaptées aux grands jeux de données, où le nombre de variables est 

beaucoup plus grand que le nombre d’échantillons, notamment du fait qu’elles permettent 

de réduire la dimension des données en utilisant des variables dites instrumentales ou 

composantes correspondant à une combinaison de toutes les variables. C’est notamment le 

cas de l’outil MixOmics qui fournit une large gamme de méthodes multivariées pour 

l'exploration mais également pour l'intégration d'ensembles de données biologiques. 

Grâce aux analyses que nous avons déjà réalisées, nous avons pu identifier à la fois des 

gènes différentiellement exprimés et des métabolites différentiellement accumulés en 

réponse au déficit hydrique et au ré-arrosage, pour chacun de nos génotypes et nous avons 

également obtenu des données phénotypiques. Nous pourrions ainsi utiliser des méthodes 

d’analyse de corrélation, tel que la méthode WGCNA, et/ou des méthodes d’analyses 

multivariée, telle que la méthode DIABLO de l’outil MixOmics, pour intégrer ces différents 

types de données. 
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Ces différentes méthodes ont notamment été combinées et utilisée dans l’étude de Ployet 

et al., (2019) conduite chez Eucalyptus grandis, analysant la formation du bois en conditions 

de disponibilité en eau et de fertilisation en potassium. Lors de ces travaux, ils ont réussis à 

intégrer des données transcriptomiques, des données métabolomiques ainsi que des données 

phénotypiques au sein d’un réseau. Parmi les modules mis en évidence, six modules ont ainsi 

été montrés comme positivement corrélés à la densité de vaisseaux et le rendement de 

saccharification. Une analyse ciblée sur les facteurs de transcription (FT) de ce sous-réseau a 

permis l’identification de 16 FT connus pour être impliqués dans la synthèse de la paroi 

cellulaire, et 32 FT apparaissant comme de nouveau candidats. Parmi ces FT, EgMYB137, le FT 

le plus fortement corrélé aux gènes de synthèse de la paroi cellulaire dont l’implication a 

ensuite été validée via une caractérisation fonctionnelle. 

3- Validation fonctionnelle 

 Une fois des gènes candidats identifiés, il s’agira alors de réaliser une validation 

fonctionnelle de l’implication de ces gènes dans la récupération. Le pois n’étant pas aisément 

transformable par Agrobactérium, une solution pourrait être de cribler la collection de 

mutants TILLING pour rechercher des mutations dans nos gènes candidats.   

Cette étude s’est limitée à l’analyse de deux génotypes possédant des capacités de 

résilience contrastée afin d’identifier des différences de réponses entre génotypes. Cela afin 

de nous permettre de formuler des hypothèses quant-aux processus biologiques impliqués 

dans la récupération et leurs mécanismes de régulation pouvant permettre une meilleure 

récupération. Il serait intéressant par la suite d’étendre cette analyse à plus de génotypes afin 

de confronter nos résultats à la diversité génétique. 
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Drought stress stimulates endocytosis and
modifies membrane lipid order of
rhizodermal cells of Medicago truncatula
in a genotype-dependent manner
Mégane Couchoud1†, Christophe Der2†, Sylvie Girodet1, Vanessa Vernoud1, Marion Prudent1 and
Nathalie Leborgne-Castel2*

Abstract

Background: Drought stress negatively affects plant growth and productivity. Plants sense soil drought at the root
level but the underlying mechanisms remain unclear. At the cell level, we aim to reveal the short-term root
perception of drought stress through membrane dynamics.

Results: In our study, 15 Medicago truncatula accessions were exposed to a polyethylene glycol (PEG)-induced
drought stress, leading to contrasted ecophysiological responses, in particular related to root architecture plasticity.
In the reference accession Jemalong A17, identified as drought susceptible, we analyzed lateral roots by imaging of
membrane-localized fluorescent probes using confocal microscopy. We found that PEG stimulated endocytosis
especially in cells belonging to the growth differentiation zone (GDZ). The mapping of membrane lipid order in
cells along the root apex showed that membranes of root cap cells were more ordered than those of more
differentiated cells. Moreover, PEG triggered a significant increase in membrane lipid order of rhizodermal cells from
the GDZ. We initiated the membrane analysis in the drought resistant accession HM298, which did not reveal such
membrane modifications in response to PEG.

Conclusions: Our data demonstrated that the plasma membranes of root cells from a susceptible genotype
perceived drought stress by modulating their physical state both via a stimulation of endocytosis and a
modification of the degree of lipid order, which could be proposed as mechanisms required for signal transduction.

Keywords: Medicago truncatula, Root architecture, PEG, Endocytosis, Order degree of the membrane, Fluorescent dyes

Background
Climate change is expected to cause more frequent and
more intense episodes of drought [1]. Unfortunately,
drought-induced injury is a major constraint in agriculture
that limits geographic distribution and productivity of
crop plants [2]. To cope with drought, plants have devel-
oped several strategies under natural selection, including
numerous changes at the morphological, physiological,
and biochemical levels in all plant organs (for review [3]).

Plant roots are essential organs that provide the plant
with water and nutrients. They also represent the pri-
mary site for sensing drought and initiating signaling
cascades to the whole plant for adequate responses.
However, due to limitations on root accessibility, the in-
fluence of drought on this organ has been much less
studied than aerial plant parts. Roots are organized in a
fixed radial pattern of different cell types that persist
throughout the root axis. The outermost cell layer is the
rhizodermis that functions as a selective barrier between
the root and its environment. Below is the cortex that
consists of a single cell layer as in Arabidopsis or of sev-
eral [4–6] cell layers as in Medicago truncatula [4]. The
deepest cells are the vascular bundle cells of the stele

© The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to
the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.

* Correspondence: lcastel@u-bourgogne.fr; nathalie.leborgne-castel@inra.fr
†Mégane Couchoud and Christophe Der contributed equally to this work.
1Agroécologie, AgroSup Dijon, INRA, University of Bourgogne, University of
Bourgogne Franche-Comté, F-21000 Dijon, France
2Agroécologie, AgroSup Dijon, CNRS, INRA, University of Bourgogne,
University of Bourgogne Franche-Comté, F-21000 Dijon, France

Couchoud et al. BMC Plant Biology          (2019) 19:221 
https://doi.org/10.1186/s12870-019-1814-y

229

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s12870-019-1814-y&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0001-8756-4463
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
mailto:lcastel@u-bourgogne.fr
mailto:nathalie.leborgne-castel@inra.fr


that are surrounded by single layers of pericycle and
endodermis cells. Roots also display a developmental
gradient along their longitudinal proximo-distal axes,
with young cells being close to the root tip and the older
mature cells at the root base [5]. Therefore, depending
on their age, location and/or identity, root cells have di-
verse forms and shapes associated with specific functions
for their development and stress responses [6]. During
drought, one of the plant adaptations for survival is the
adjustment of the root system architecture to maximize
water absorption [7], but little is known about how the
root perceives soil drought at an early stage to promptly
respond to water stress.
The plasma membrane (PM) is the primary site of per-

ception for responding to external abiotic stimuli [8].
Adverse environments could negatively impact the PM
and this feature has been widely used to evaluate the ex-
tent of cell damage [9]. In particular, intense drought
stress causes disturbance of the cell membrane leading
to a loss of membrane integrity [10]. However, osmotic
stress triggered by moderate water stress may modify
the physical properties of membrane lipids that can be
perceived by cells via sensory proteins anchored on the
PM, such as receptor kinases or mechanosensitive ion
channels [11]. Even though direct drought sensors have
not been yet identified, environmental signals are trans-
ferred to networks of transduction pathways, with the
resulting regulation of gene expression.
The barrier function of the PM and PM plasticity are

thus influenced by the physical state of lipid bilayers that
may make the membrane (or the cell) resistant or sus-
ceptible to environmental changes [12–14]. Indeed, PM
plasticity, which corresponds to dynamics either by lat-
eral compartmentalization or intracellular trafficking of
membrane molecules, modulates the perception and
transduction of environmental cues [15]. The PM con-
tains microdomains of specific lipid composition that in-
fluence the PM protein dynamics [16, 17]. PM protein
homeostasis also depends on recycling and/or degrad-
ation, two processes that are initiated by endocytosis
[18].
The mechanisms underlying early cellular responses to

drought impact are little studied. Their elucidation
would help us to better exploit legumes, which represent
a sustainable and valuable food source for humans and
animals [19]. Recent studies on the impact of drought
stress on the alfalfa (Medicago sativa L.) proteome
showed a stress-induced adaptation of the plant notably
by increasing the quantity of membrane proteins such as
those involved in membrane trafficking or membrane
modification [20–22].
One standard way to induce drought is the incorporation

of polyethylene glycol (PEG) of higher molecular weight
(4000 to 8000) in root medium. This non-absorbable and

non-metabolized osmotic agent induces moderate water
stress by modifying the osmotic potential in a controlled
manner [23]. By making less water available to the plant
roots, as in a dry soil, PEG solutions are well-suited to
simulate water deficit and plants are able to increase their
water absorption area by stimulating lateral root (LR) devel-
opment [24, 25].
In the present study, we have analyzed the impact of

PEG treatment on the model legume Medicago trunca-
tula. Fifteen Medicago truncatula accessions were phe-
notyped for their response to PEG treatment in a growth
pouch experiment, allowing the study of overall plant
growth and root architecture. On the reference accession
Jemalong A17, we detected a very early (short-term) per-
ception of PEG-induced drought stress at LR mem-
branes of seedlings. For that purpose, we used the FM4–
64 and di-4-ANEPPDHQ fluorescent probes, to monitor
endocytosis and lipid order, respectively. We showed
that PEG stimulated a rapid endocytosis in rhizodermal
cells within 10 min and over a more prolonged period in
cortical cells. We also observed a longitudinal gradient
of stimulated endocytosis from root caps to elongated
cells where the more the cell is mature, the more it re-
sponds. Similarly, membranes of rhizodermal cells,
which presented a lower lipid order that cortical cells,
were less rigid in differentiated/mature zones. In con-
trast, in this differentiated zone (/mature zone) the rhi-
zodermal cells responded to PEG by increasing lipid
order of their membranes. Finally, we extended our ana-
lysis to a second accession, which we showed to be
PEG-resistant.

Results
PEG applied to a core-collection of Medicago truncatula
revealed accession-dependent responses
A panel of 15 Medicago accessions (Table 1 and
Additional file 1: Table S1) was evaluated for its re-
sponse to PEG-induced drought stress. This panel in-
cluded 12 inbred lines out of the 16 that constitutes a
nested core collection representative of Medicago trun-
catula genetic diversity (CC16, [26]), the Jemalong A17
reference accession used for the genome sequencing ef-
fort (hereafter named A17), and two accessions (HM026
and HM298) that were previously tested in an in vitro
leaf dehydration assay using PEG and that displayed a
contrasted response [27]. Seedlings were grown in plas-
tic pouches and treated for 5 days with 15% PEG 8000
(Fig. 1). With this system, root growth could be easily
monitored through the transparent plastic pouch, allow-
ing us to analyze specific root architecture traits such as
total projected root length, specific root length, LR num-
ber and LR insertion angle.
Each of the 15 accessions displayed specific responses

to drought (Table 1). Among the 15 accessions, only six
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significantly lost plant biomass (ranging from − 18% in
HM003 and HM010 to − 37% in A17 and HM013) follow-
ing PEG treatment, and were thus considered as
PEG-susceptible. This biomass loss was the result of either
combined decreased shoot and root biomasses (A17,
HM004, HM010, HM013), or biomass decrease localized to
the shoot (HM012) or to the root system (HM003 and
HM001). Concomitantly with these biomass losses, architec-
tural traits were impacted by PEG application although no
common trend was shared between the PEG-susceptible ac-
cessions. While the lateral root number decreased in re-
sponse to PEG treatment for accessions HM004, HM012
and HM001, it increased for accessions HM013 and
HM003 and this trait was not affected in A17 and HM010.
Total root length was negatively affected by PEG application
in four (HM013, HM012, HM003, HM001) out of the seven
PEG-susceptible accessions while the average insertion angle
of lateral roots was increased in two of them (HM010,
HM001). In four PEG-susceptible accessions (A17, HM013,
HM004, HM010), specific root length (SRL) significantly in-
creased in response to PEG while it was not affected in the
other three accessions.
On the other hand, in eight accessions, PEG applica-

tion induced changes in morphological traits of the root

system without impacting biomass acumulation. These
accessions were thus considered as PEG-resistant, and
included the HM298 and HM026 accessions previously
ranked among the most resistant accessions in a
PEG-induced leaf dehydration assay [27]. Lateral root
number was increased by PEG in four accessions
(HM026, HM298, HM015 and HM016), concomitantly
(HM026) or not (HM298, HM015 and HM016) with a de-
crease in the total root length, and concomitantly (HM014,
HM005, HM015, HM298, HM011) or not (HM002 and
HM016) with changes of the LR insertion angle.

PEG-stimulated endocytosis depends on root cell types
We aimed first at analyzing endocytosis by using the
FM4–64 fluorescent dye, which embeds into the mem-
brane. Collected lateral root apices (~ 1.5 to 2 mm in
length) in contact with FM4–64 dye immediately dis-
played a PM labeling of cells from the root cap, the rhi-
zoderm (Fig. 2) and the first two cortical layers (Fig. 2b),
while labeling of deeper cortical cells was rarely ob-
served (Medicago has 4–6 root cortical layers). This in-
dicates weak dye penetration and/or low access of
confocal laser to deeper cell layers. The meristematic
zone was not labelled (Additional file 2: Figure S1)

Table 1 Growth of Medicago truncatula accessions after 12 days in pouches: impact of PEG treatment on biomasses and root
architectural traits. For each accession, the impact of 8-days PEG treatment on each trait was expressed as a percentage relative to
the untreated condition. Values are given in Additional file 1: Table S1. Negative and positive values indicate that PEG decreased or
increased the value of the trait, respectively. ns means that impact of PEG treatment was not significant at the 0.05 probability level.
The two selected and studied genotypes in the following experiments are highlighted in bold.
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possibly be due to its deeper localization or distinct cell
wall properties that prevented dye penetration under our
conditions [28]. FM4–64 labelling allowed us to visualize
four functional zones along the longitudinal axis. Zone 1
corresponds to the root cap and the meristematic active
cell division zone (RAM), zone 2 to the root transition
zone (RTZ), zone 3 to the elongation zone (EZ), and
zone 4 to the growth differentiation zone (GDZ) that
harbors root hairs (arrow Fig. 2a). In these zones, PM la-
beling allowed us to distinguish cells of different sizes
and shapes according to their identity and position. Root
cap cells, which protect root tip, are elongated and some
are released from the cap periphery (arrowheads Fig. 2a).
We should note that these root cap cells extend beyond
the EZ (zone 3) (Fig. 2a). Both rhizodermal and cortical
meristem cells (RAM, zone 1) present isodiametrical
shape and division in both directions (Fig. 2b). In zones
RTZ to GDZ (zone 2 to 4), cortical cells are larger com-
pared with the rhizodermal ones (Fig. 2b). As expected,
the closer the cells are to the root base, the more they
are elongated.
In the first minutes, the labeling of the majority of

cells presented a well-defined fluorescent contour with

exception of root cap cells that contain numerous intra-
cellular fluorescent dots triggering fluorescent signal sat-
uration (Additional file 2: Figure S1 arrow). Because of
this complex intracellular labeling we could not take into
account the root cap cells for the following study, and
endocytosis was thus only monitored in the rhizodermal
cells and the first two layers of cortical cells from the
RTZ, EZ and GDZ (zones 2, 3 and 4).
In order to reveal how drought is sensed at the cellular

level, we first investigated the effect of PEG on root cell
endocytosis. Application of 15% PEG 8000 was carried
out on well-developed LRs from 7-day germinated A17
seedlings. The presence of FM4–64 labeled fluorescent
dots within cells, which reflects endocytosis, was moni-
tored by confocal imaging and quantified using imageJ
as previously described in [29]. A rapid and significant
increase of FM4–64 internalization was observed in the
rhizodermal cells of the upper GDZ zone 4 after only
10–15min of PEG treatment when compared to un-
treated roots (Fig. 3a and c) and this internalization was
confirmed after 1 hour of treatment (Fig. 3b and d). This
stimulation was visible after 1 h in EZ (zone 3), although
not significant, but not observed in RTZ (Fig. 3b-c). In
cortical cells, endocytosis was not detected after 10 min
neither in control nor in PEG-treated cells, but after 1 h,
endocytosis was slightly higher in PEG-treated cells even
though it occured to a lesser extent than in rhizodermal
cells and not significant (Additional file 3: Figure S2).
Taken together, these data show that a greater

bulk-flow of endocytosis is induced by PEG in GDZ
(zone 4) compared to EZ (zone 3) and RTZ (zone 2),
first confirming that endocytic activity depends on cell
identity and second suggesting the existence of a longi-
tudinal gradient of stimulated endocytosis from the apex
to the elongation zone of rhizodermal cells.

Mapping of membrane lipid order and packing in
rhizodermal cells
To assess the effect of PEG-induced drought on mem-
brane order, we used the di-4-ANEPPDHQ, a membrane
fluorescent probe sensitive to local lipid packing, which
has been previously used to monitor membrane lipid
order in plant cells [30–33]. The spectral properties of
the di-4-ANEPPDHQ dye are modified when the mem-
brane environment is changed [34] and a General
Polarization (GP) parameter, which defines proportion-
ally the lipid order of the membrane, is calculated from
dual-channel images recorded from green and red fluor-
escence emissions [35].
In M. truncatula LRs, the di-4-ANEPPDHQ dye

stained well rhizodermal cell membranes and to a lesser
extent cortical cells membranes, as seen for FM4–64 la-
belling. Di-4-ANEPPDHQ fluorescence emissions of

Fig. 1 Growth of Medicago truncatula in pouches. For each accession,
three seedlings per pouch (five pouches per accession and per
treatment) were grown either under untreated or PEG-treated
conditions. After root system scanning, the main root and lateral roots
were identified and architectural traits were measured (see Table 1 and
Additional file 1: Table S1)
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both longitudinal and transverse sides of the PM from
cap, rhizodermal and cortical cells were thus recorded
(Fig. 4). This global analysis -without distinction of lon-
gitudinal zones- showed a significant difference in mean
GP values between cell types; rhizodermal cells displayed
more lipid-ordered domains than root cap cells but less
than cortical cells. This suggests that lipid packing varies
along the radial axis. The detailed analysis of GP values
in the radial root cells after distinction of the longitu-
dinal zones showed the same result (Additional file 4:
Figure S3).
Due to the weaker labeling of cortical cells, we fo-

cused only on rhizodermal cells thereafter. In order
to determine whether lipid packing in the rhizoder-
mal cell membrane depended on the LR zone con-
cerned, GP values were measured for the four
distinct longitudinal root zones (Fig. 5a). RAM-RTZ
(zone 1–2) cell membranes displayed significant
higher GP values than more mature cells from EZ
(zone 3) and GDZ (zone 4) that both had similar GP

values. In addition, the labeled vesicles within cells
possessed similar negative GP values whatever the
root zone (Fig. 5a-b). Taken together, these results
suggest that in the control condition, intracellular
vesicles are composed with more disordered mem-
branes than the PM from which they originate.

PEG increases lipid order in mature rhizodermal root cells
The impact of PEG treatment on the GP parameter
was evaluated in rhizodermal cells along the root axis.
The distribution of GP intensities are shown with
colored-maps of optical sections from representative
rhizodermal cells (Fig. 6a). The comparison of the GP
mean values between untreated (CTL) and
PEG-treated cells (PEG) showed that while RAM-RTZ
(zone 1–2) cells are not impacted by PEG, cells from
the EZ (zone 3) and GDZ (zone 4) show a
PEG-induced increase of lipid ordered domains al-
though this is only significant in GDZ (Fig. 6a-b). As
observed for the untreated roots (Fig. 5), intracellular

Fig. 2 FM4–64 membrane labeling allowed the distinction of cells from LR apex of accession A17. a Confocal image of FM4–64 labelled LR. The
four LR functional zones are distinghed as zone 1: root cap and meristematic zones (RAM), zone 2: root transition zone (RTZ), zone 3: elongation
zone (EZ), and zone 4: growth differentiation zone (GDZ). Arrowheads: detached root cap cells; arrow: root hair in GDZ. b Detail of rhizodermal
and cortical cells in the four functional zones labeled with FM4–64. Grayscale tone of confocal images of the root layers
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vesicles of PEG-treated cells displayed lower GP
values compared with the PM GP (Additional file 5:
Figure S4). However, no difference in vesicle GP
values was observed between the different root zones
(Fig. 5) indicating their differential composition in
comparison with the PM.

Extension of the membrane analyses to a PEG-resistant
accession
We then asked whether the PEG-induced changes in
membrane properties are specific to the PEG-sensitive
accession. Following the evaluation of the 15 accessions
in response to PEG application (Table 1), a resistant

Fig. 3 Spatial and temporal stimulation of endocytosis in rhizodermal cells of accession A17 LRs in response to PEG treatment. Representative
confocal images of rhizodermal cells of untreated (CTL) or treated roots with 15% PEG (PEG) after (a) 10–15 min or (b) 60 m in the three root
zones (see Fig. 2). For each zone a magnification of inset is shown. Arrowheads indicate endocytic fluorescent dots. c, d Quantification of the
endocytosis expressed in number of fluorescent dots per 100 μm of PM after 10–15min (c) or 60 min (d) in control (grey bars) or PEG-treated
cells (white bars) according to cell type zone. Values are the means ± SE of 4–6 independent replicates (6–9 roots). Asterisks (*) represent
statistical significance of Mann-Whitney test (p < 0.05)
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accession (HM298), which was also selected as a
PEG-resistant accession by [27], was chosen for subse-
quent analysis of endocytosis and lipid order of plasma
membrane and vesicles. Even after 1 h, endocytosis was
not affected by PEG treatment in accession HM298
(Fig. 7). Interestingly, this accession did not display a sig-
nificant PEG-induced modulation of lipid order whatever
the root zone (Fig. 8), and in particular in the GDZ, unlike
the PEG-susceptible accession A17 used in this study.

Discussion
The dynamic structure of cellular membranes in eukary-
otes is required for their roles in numerous cellular pro-
cesses. In the present study, we analyzed PM features in
LR cells of M. truncatula within minutes of exposure to
drought stress, as proof of its perception that may reflect
the final outcome of plant performance under long-term

stress. Indeed, LRs, which are formed post-embryonically,
are very responsive to environmental cues [36].

Endocytosis stimulation under drought stress
Endocytosis, which is an element of intracellular traffick-
ing, is a ubiquitous process in eukaryotic cells that regu-
lates the internalization of PM proteins. This process
has not only a pivotal role for plant development and
cell function, but also for the control of cell homeostasis
in response to environmental cues [37, 38]. This links
endocytosis to cell signaling [39, 40].
In the present study, endocytosis was monitored with

the FM4–64 dye, which fluoresces only when embedded
in a lipid environment such as the PM and endocytic
vesicles, as it is integrated on vesicle membranes follow-
ing endomembrane system-dependent internalization
[41–43]. The PM labeling helped us first to distinguish
M. truncatula A17 cells in terms of identity or function-
ality, and then allowed us to show that PEG treatment
stimulated endocytosis in this accession. Previous studies
showed that water (/osmotic) stress induces a reduction
in cell surface area, due to the mitigation of turgor pres-
sure, causing internal vesiculation of the PM, together
with internalization of extracellular material [44, 45]. In
particular, PEG-induced endocytosis of biotinylated extra-
cellular markers has been demonstrated in rice cells [46].
Changes in the osmotic environment of Arabidopsis

roots incurred by mannitol, sorbitol or NaCl have been
shown to enhance not only the internalization of the
FM4–64 dye but also some PM proteins in rhizodermal
cells [47, 48]. These hyperosmotic effects have been par-
tially counteracted by genetic and pharmacological inter-
ference of clathrin-mediated endocytosis (CME) [48, 49].
This pointed to the involvement of CME as a major
mechanism by which PM proteins are internalized in a
highly regulated manner [50]. In addition, by disrupting
the PM equilibrium, osmotic stress influences the bal-
ance between endocytosis and exocytosis acting through
the CME [48]. Interestingly, a proteomic study from
Brassica napus exposed to PEG showed that proteins in-
volved in intracellular trafficking were up-regulated
within hours, such as a clathrin heavy chain, the subunit
α2 of the clathrin adapter, the syntaxin vam3p, an
annexin, a synaptotagmin and some small G rab proteins
[51]. These proteins may re-establish the cellular os-
motic balance by the compartmentalization of endo-
membranes or membrane proteins under water stress. A
class of membrane proteins involved in water stress are
PM aquaporins (PIPs), which enable the flux of water
through membranes. Notably, a genome-wide associ-
ation analysis of PEG-related and biomass phenotypic
variation in M. truncatula has identified the aquaporin
PIP2 as the second most significantly associated gene
with shoot biomass [27]. Interestingly, after

Fig. 4 Differential membrane organization in cell types according to
their radial distribution. Di-4-ANEPPDHQ GP values were calculated
in root cap (cap), rhizodermal (rhiz.) and cortical (cor.) cells of
accession A17 in all combined LR zones showing a significant
difference along radial delimitation. Values are the mean ± SE of 4
independent replicates (9 roots). Asterisks (*) represent statistical
significance of Mann-Whitney test between LR zones (p < 0.05)

Fig. 5 Comparative membrane lipid order between plasma membrane
(PM) and intracellular vesicle membrane of A17 untreated rhizodermal
cells. a GP values of PM (grey bars) and vesicles (white bars) decreased
in root zones 3 and 4. GP values of vesicle membranes were lower than
the ones in PM. Values are the means ± SE of cells from 3 independent
replicates (2 roots per replicate) and 20–30 vesicles per rhizodermal cells.
Asterisks (*) represent statistical significance of Mann-Whitney test (p<
0.05). ns: nonsignificant. b Color LUT (Look Up Table) of a representative
image of rhizodermal cells labeled by di-4-ANEPPDHQ from zones 3
and 4. The spectral bar indicates the GP values from the images; purple
color represents high GP values and blue color represents low values
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hyperosmotic salt stress, an internalization of PIPs has
been demonstrated in Arabidopsis rhizodermal and cor-
tical root cells [47]. This internalization may contribute
to protect cells against dehydration by reducing aquapo-
rin abundance at the PM. The PIPs are not only inter-
nalized by CME [52], but a clathrin-independent
endocytosis (CIE) of PIPs may also occur [53]. Indeed,
the less-studied CIE pathway seems to be dependent on
sterol- and sphingolipid-enriched membrane microdomains

leading to more ordered domains. By using probes reflecting
CME and CIE pathways, a stratified distribution of these pro-
cesses in Arabidopsis roots under salt stress was observed
[54]. Indeed, CME that internalizes transmembrane proteins
was found in all cell layers, while CIE that mobilized lipids
and lipid-anchored proteins, but not transmembrane protein,
was restricted to the rhizodermal layer. By contrast, in saline
stress, a third pathway, that is a non-discriminatory CIE in
its choice of cargo (lipids or proteins), operated in all layers
of the root. This can be considered as a reshuffle of the na-
ture of the endocytic pathways due to the influence of an en-
vironmental stimulus on the physical state of the membrane.

Physical state of membranes of “resting” root cells
The mapping of lipid order of membranes in rhizoder-
mal cells of M. truncatula A17 highlighted different
membrane properties in different root zones. These lipid
order-rich domains are thought to intervene in temporal
and spatial organization of cell-specific processes. This
differential lipid order was also observed in cell types of
Arabidopsis root labeled with di-4-ANEPPDHQ dye
[33]. We showed that in Medicago, as in Arabidopsis
[33], cortical cells displayed higher lipid order than rhi-
zodermal cells, and that cells from the distal root zones
(RAM and RTZ; zones 1 and 2) had higher ordered
membranes than the elongated and differentiated cells
from the GDZ (zone 4). The physical state of the mem-
brane relies on its composition, thus modulation of
membrane lipid order may be explained in part by differ-
ential lipidome distribution between meristematic and
mature cells as observed in soybean [55] and barley
roots [56]. Some of these lipids are involved with
compartmentalization of intrinsic proteins within lipid
microdomains, and are critical in creating platforms for
a necessary signal transduction during division and
growth (proposed in [17, 33]).
Moreover, in the present study, GP values of PM of rhi-

zodermal cells were statistically higher than those of
membranes from intracellular vesicles. This differential
order degree between membrane surface and the derived
vesicles was also seen in Arabidopsis roots [32] indicating
a modification of membrane composition as expected.

Drought stress modifies physical state of root cell membranes
Medicago A17 rhizodermal cells showed an increased
PM lipid order in response to PEG, reflecting changes in
the PM physical state. It is well-known that during
hyperosmotic conditions, bacterial osmosensors at the
cell surface are activated by changes in physical state /
protein-protein interactions [57, 58]. Similarly, in the
plant Pyrus betuloefolia, the lipid microviscosity of the
PM increased in response to PEG while the PM fluidity
decreased, indicating an influence of water stress on the
physical state of the membrane [59]. In a plant

Fig. 6 Membrane organization of rhizodermal cells along longitudinal
pattern is affected by PEG treatment. a Images of rhizodermal cells in three
root zone in absence (CTL) or presence (PEG) of 15% PEG. Numbers below
images represent the mean of GP value +/− SE in the cells represented in
the image. b Quantification of GP values calculated in rhizodermal cells in
absence (CTL) or presence (PEG) of 15% PEG. Values are the mean± SE of
cells from 9 roots for CTL and 10 roots for PEG treatment. Asterisk (*)
represents statistical significance of Mann-Whitney test (p<0.05)
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growth-promoting bacterium (Azospirillum brasilense),
PEG decreased the fluidity a few minutes after treat-
ment, influencing the perception of the water stress by
the bacteria and after 1 h, this effect was offset by an ad-
justment in lipid composition, contributing to the
homeostasis of membrane fluidity under water deficit
[60]. Similarly, a recent study showed that a
NaCl-mediated hyperosmotic stress modified the spatial
distribution and abundance of lipid species in roots of
barley seedlings [56]. Interestingly, these stress-induced
changes in lipid abundance were more important in the
maturation zone than other root zones, suggesting the
existence of a stress gradient from the root cap to the
maturation zone [56].
In accordance with the above literature, we observed

an increase in lipid-ordered state in membranes of Med-
icago rhizodermal cells from GDZ (zone 4) while PEG
did not significantly influence the other zones. Thus, the

GDZ of rhizodermal cells, which is the start of the mat-
uration zone, may represent a PEG-responsive zone as-
sociated to perception because in the present study the
extent of water stress stimulated both endocytosis rate
and lipid order. This zone contains differentiated cells
with root hairs that are extensions of rhizodermal cells
and greatly increase the absorptive surface for collecting
water. In the present study, we did not analyze the lipid
order of root hairs as they were sometimes damaged by
recovery from the pouch paper wick, but such a study
has been performed in Arabidopsis [33] showing polar
hair growth was associated with a polar distribution of
highly ordered PM.
We already suggested that PM compartmentalization

may modify biochemical functions, in particular those
responsible for intracellular signaling. This could allow
delivery and retrieval of membrane molecules, that is,
exocytosis and endocytosis, at specific membrane

Fig. 7 PEG treatment does not induced endocytosis in accession HM298. a, b Confocal images of rhizodermal cells in the three zones labeled
with FM4–64 in absence (CTL) or presence (PEG) of 15% PEG for 10–15 or 60 min. c, d Quantification of the endocytosis expressed in number of
dots per 100 μm of PM after 10–15 min (c) or 60 min (d) in control (grey bars) or PEG-treated cells (white bars) according to cell type zone. Values
are the mean ± SE of cells from 2 to 3 roots
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locations to be influenced by or influence back the for-
mation of membrane domains. Surprisingly, the lipid
order of the intracellular vesicle membranes was not
modified in response to PEG, indicating the stability of
endocytic compartment composition. In addition, the
study of lipid order in Arabidopsis root cells (without
stress) identified the vesicles as mostly clathrin-coated
[32]. Accordingly, to go further in our study, an analysis
of the distinctiveness of endocytosis could be performed
in untreated and PEG-induced Medicago by the use of
markers of the endocytotic pathways such as the subunit
σ2 of the clathrin adaptor [61] or application of dedi-
cated endocytic inhibitors such as tyrphostin A23 [42]
or ikarugamycin [62] that blocks clathrin-coated pits on
the PM and vesicle formation.

Does a link exist between ecophysiological traits of
drought tolerance and membrane dynamics?
The use of 15 accessions identified as highly genetically
diversified [26] enabled us to observe contrasted
responses to PEG treatment in terms of plant biomass
allocation strategy towards shoots and roots, and in
terms of root architecture plasticity. In this study no dir-
ect link could be established between root architecture
plasticity of several traits and drought resistance (evalu-
ated as a loss of total biomass), although some root traits
such as specific root length, number of LRs or insertion
angles of LRs are known to play a role in water uptake
under water stress [7]. This reflects the necessity of
combining architectural and morphological root traits
with cellular processes in order to decipher key mecha-
nisms enhancing drought resistance.

In the present study, accession A17 was qualified as
drought susceptible due to the significant PEG-induced
reduction of both root and shoot biomasses, while
HM298 was considered as drought-tolerant with the
maintenance of plant growth under PEG conditions. In
A17, rhizodermal cells presented a short-time stimula-
tion of endocytosis after PEG treatment while even after
1 h this was not the case for HM298. Such a differential
uptake between genotypes was observed in rice cells
using biotinylated markers in reponse to NaCl stress,
while tolerance to sorbitol was correlated with an in-
creased uptake [46]. It is tempting to speculate that PM
water channels are more regulated by their internaliza-
tion in A17 than in HM298, limiting the intensive cell
dehydration, as was observed in Arabidopsis [63]. This is
also in accordance with the modulation of root architec-
ture observed in HM298 (and not in A17), that could
enhance water acquisition to compensate water loss by
PM aquaporin. Indeed, the number of LRs was increased
under PEG conditions in this accession and could thus
explain its drought tolerance as reviewed in [64].
We also showed that A17 cells displayed a higher in-

crease of the lipid order of membrane of rhizodermal cells,
confirming a link between the two processes - endocytosis
and lipid order - for stress perception in a “susceptible”
genotype. Further investigations are needed to understand
the relationship between PEG-induced membrane dynam-
ics and the degree of drought tolerance, by extending the
analysis to the other M. truncatula accessions represent-
ing the whole range of tolerance.
Indeed, we may hypothesize that these early membrane

responses, namely endocytosis or lipid packing, may facili-
tate stress perception or, in reverse, the perception (by
another way) may trigger membrane dynamics by mechan-
osensing. These two membrane processes - linked or not -
may be seen as the first steps in the plant’s response to
drought stress and can be extended to other abiotic stresses
similarly to what was proposed for biotic stress [31, 42]. Fi-
nally, our results pave the way to go further with the M.
truncatula accessions that offer a high level of genetic di-
versity and high-density molecular marker maps to better
understand the behavior of plant under water stress.

Conclusions
This study indicates that cell membranes are not simply
passive barriers liable to be damaged during environmental
cues, but are involved in cellular responses via the modula-
tion of intracellular signaling. How membrane dynamics of
root cells perceive drought and transmit signals to up-
stream ecophysiological responses via transduction mecha-
nisms is still an open question.
By using confocal imaging of fluorescent dyes, we pro-

vide evidence for differential behavior (/properties) of
root cell membranes according to their age and location

Fig. 8 The membrane organization is not modified by 10 min of
PEG treatment in accession HM298. Quantification in the three zones
of GP values that correspond to the mean ± SE of cells from 4 roots
in control (grey bars) or PEG-treated cells (white bars)
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within the organ in a “susceptible” genotype. By analyz-
ing the behavior of cell PM under PEG-induced drought
stress we have highlighted a major modification of the
cells in the GDZ mature zone.

Methods
Plant material and growth
Seeds from the Medicago truncatula CC16 core collec-
tion [26], Jemalong A17, HM026 and HM298 were
kindly provided by the M. truncatula Genetic Resources
Centre (Montpellier, France, https://www1.montpellier.
inra.fr/BRC-MTR/). Seeds were scarified for 10 min in
99% sulfuric acid (H2SO4), rinsed four times with sterile
water, sterilized in 0.6% sodium hypochloride for 20 min
and rinsed four times with sterile water. Seeds were then
germinated on plate containing a cellulose sheet soaked
with sterile water for 3 days in the dark. Over the 16 ge-
notypes from the CC16 Medicago core collection, only
12 successfully germinated and were subsequently stud-
ied (Additional file 1: Table S1). Germinated seedlings
were then transferred to autoclaved pouches (https://
mega-international.com/tech-info/) previously soaked
with 8 mL of nutritive solution [1.87 mM KNO3, 0.57
mM K2HPO4, 2.82 mM Ca(NO3)2, 1 mM MgSO4, 2.5
mM NaNO3, 0.05 mM EDTA-FeNa and oligoelements]
as described in [65]. Three seedlings per pouch (Fig. 1)
and 10 replicate pouches per accession were used. The
lower part of each pouch was wrapped in an aluminum
cover in order to keep roots in darkness, and pouches
were then placed in upright position in a growth cham-
ber under a 16 h photoperiod (Photosynthetically Active
Radiation maintained at 197 μE/m2/s with fluorescent
light) and a temperature of 22/20 °C (day/night).

PEG treatment
For root system architecture evaluation of the 15 acces-
sions, plants were grown in pouches during 12 days.
After 4 days in pouches (corresponding to 7 days after
germination), half of the pouches received 3 mL of nutri-
ent solution while the other half received 3 mL of nutri-
ent solution supplemented with 15% PEG-8000. The
expected water potential of the nutrient solution supple-
mented (− 0.3MPa) or not (− 0.007MPa) with PEG ac-
cording to [66] was checked in C52 sample chambers
coupled to a Wescor HR-33 T Dew Point Microvolt-
meter (Wescor Inc., Logan, UT, USA) at 20 °C. Pouches
were checked daily and 2mL of either nutrient solution
or nutrient solution supplemented with PEG were added
to the pouches in order to compensate the evapotrans-
piration of the seedlings in untreated (CTL) or PEG-
treated pouches, respectively.
For microscopical analysis, after 4 days in pouches,

LRs were collected and transferred in Eppendorf tubes
containing the nutrient solution. For PEG treatment,

LRs were placed in nutrient solution containing 15%
PEG-8000 (PEG-8000/nutritive solution, w/v) for either
10–15min or 1 h. LRs that were not subjected to PEG
were used as control (CTL).

Ecophysiological parameters analysis
For each Medicago truncatula accession, 10 to 15 indi-
vidual seedlings were analysed after 12 days growth in
pouches. Root system was scanned (400 dpi) and image
analysis was performed using both Smartroot toolbox
under ImageJ software [67] and WinRhizo software ver-
sion 2012b (Regent Instruments Inc., Canada) by separ-
ing the main root from LRs (Fig. 1a). Total projected
root length, number of LRs and average insertion angles
of LRs were thus evaluated. Then seedings were harvested
and roots were separated from shoots. Biomasses of shoot
and root were measured after oven drying sample at 80 °C
for 48 h. Specific root length was then calculated as the ra-
tio between total root length and root biomass.

Staining with FM4–64 and endocytosis analysis
Plasma membrane staining and internalization were
evaluated with the styryl dye FM4–64 (Invitrogen life
Technologies #T-13320) that embeds into membrane.
The stock solution of FM4–64 was prepared at 2.125
mM in water and stored at − 20 °C. LRs were treated
with 4.25 μM FM4–64 added in nutritive solution in
presence or not of 15% PEG, and incubated at 25 °C for
10–15min or 1 h. Images of root cells from different
functional zones were captured with a SP2 Leica con-
focal laser scanning microscope using a 40x oil
immersion objective (NA = 1.25). FM4–64 was excited
using a 488 nm laser and the fluorescence collected in
the range of 600–700 nm. Quantification of FM4–64 in-
ternalisation was carried out as described in [29]. Briefly,
intracellular fluorescent dots were scored and scaled to
100 μm of PM using Image J software (http://rsbweb.nih.
gov/ij/). At least 50 cells were analyzed per LR (n = 2 to 9).

Di-4-ANEPPDHQ staining and GP processing
The ratiometric dye di-4-ANEPPDHQ (Invitrogen life
Technologies #D36802) allows the evaluation of membrane
organization as it differentiates coexisting liquid-ordered
phases from liquid-disordered phases. The stock solution of
di-4-ANEPPDHQ was prepared at 1.5mM in dimethylsulf-
oxide (DMSO) and stored at − 20 °C. For staining, LRs were
excised from 7-day old seedlings and placed in medium
[nutritive solution +/− 15% PEG] containing 3 μM
di-4-ANEPPDHQ dye for 5min. LRs were washed for 1
min in medium without the dye and transferred onto glass
slide with 80 μL of medium. A 40x oil immersion objective
(NA= 1.25) of a Leica SP2 confocal laser scanning micro-
scope was used for the imaging of 4-di-ANEPPDHQ-la-
beled cells. The LRs were excited using a 488-nm laser and
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the emission range of two channels was set to 540–560 nm
(green fluorescence) and 650–670 nm (red fluorescence)
reflecting higher and lower membrane lipid order, respect-
ively. Identical microscope settings were maintained for
quantitative imaging of membranes. For each cell, longitu-
dinal and transverse sides of the PM and/or membrane ves-
icles were analyzed. Recorded images were treated with
Image J using the Owen macro [35] to generate the GP
(General Polarization) parameter proportional to mem-
brane order as followed: GP = (I540–560 – I650–670) /
(I540–560 + I650–670), where, I540–560 and I650–670 corre-
sponds to fluorescence intensities collected by the two
microscopic channels.

Statistical analyses
For ecophysiological traits, measured on 10–15 seedlings,
analysis of variance were performed (type III sum of
squares) and means were compared using a Tukey’s HSD
(honest significant differences) test at the 0.05 probability
level, using R software (https://www.r-project.org/). For
endocytosis or lipid order analysis, significance between
samples were evaluated using the Mann-Whitney U-test
in PAST software (https://folk.uio.no/ohammer/past/).

Additional files

Additional file 1: Table S1. Values of the traits of Medicago truncatula
accessions after 12 days in pouches without PEG (none) or with PEG
treatment on biomasses and root architectural traits. Mean ± standard
deviation of 15 seedlings. (XLSX 20 kb)

Additional file 2: Figure S1. Confocal image in the deeper zones of a
LR of accession A17. Meristematic zone (m), endodermis, and vessel (v)
are not reached by the FM4–64 dye. Intense and saturated FM4–64
intracellular labeling is found in root cap cells (arrow). (TIF 1067 kb)

Additional file 3: Figure S2. Spatial and temporal stimulation of
endocytosis in cortical cells of accession A17 LRs in response to PEG
treatment. (a, b) Confocal images of rhizodermal cells of untreated (CTL)
or treated roots with 15% PEG (PEG) after (a) 10–15 min or (b) 60 min the
three root zones (see Fig. 2). (c, d) Values are the mean ± SE of cells from
7 roots after (c) 10–15 min or (d) 60 min in control (grey bars) or PEG-
treated cells (white bars) according to cell type zone. (TIF 1860 kb)

Additional file 4: Figure S3. Differential membrane organization in cell
types according to their radial and longitudinal distribution. Di-4-ANEPPDHQ
GP values were calculated in root cap (cap), rhizodermal (rhiz.) and cortical
(cor.) cells of accession A17 in the four LR zones. Values are the mean ± SE of
4 independent replicates (9 roots). Asterisks (*) represent statistical significance
of Mann-Whitney test (p < 0.05) between each cell type in a same zone. ns:
non significant. (TIF 126 kb)

Additional file 5: Figure S4. Comparative membrane organization
between plasma membrane (PM) and vesicle membrane in rhizodermal
cells of accession A17 treated by 15% PEG. GP values of vesicle membranes
(white bars) were lower than the ones in PM (grey bars). Values are the
means ± SE of 3 independent replicates (2 roots per replicate) and 20–30
vesicles per rhizodermal cells. Asterisks (*) represent statistical significance of
Mann-Whitney test (p < 0.05). ns: non significant. (TIF 112 kb)

Abbreviations
CIE: Clathrin-Independent Endocytosis; CME: Clathrin-Mediated Endocytosis;
GP: General Polarization; LR: Lateral Root; PEG: Polyethylene Glycol;
PM: Plasma Membrane
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Annexe 2 : Architecture aérienne et racinaire de Kayanne et Puget 

  
Kayanne Puget 

Architecture aérienne des génotypes Kayannes et Puget 

3 cm 2 cm 
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Kayanne Puget 

Architecture racinaire des génotypes Kayannes et Puget 

2 cm 2.5 cm 
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Annexe 3 : Table S1 - Chapitre 2  
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Annexe 4 : Figure et tableaux supplémentaires du chapitre 3 
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Tableaux supplémentaires du chapitre 3 

Les tableaux du chapitre 3 étant trop volumineux pour être ajoutés au manuscrit, vous les 

trouverez en fichier Excel attachés au manuscrit. 

 

Tableau supplémentaire 2 :  

Ce tableau présente la liste des métabolites différentiellement accumulés en réponse au 

déficit hydrique et/ou ré-arrosage ainsi que leur accumulation dans les différents 

échantillons. 

 

Tableau supplémentaire 3 : 

Ce tableau présente la liste des gènes différentiellement exprimés en réponse au déficit 

hydrique et/ou ré-arrosage ainsi que leur comptage dans les différents échantillons. 
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Abstract  

 
Pea (Pisum sativum L.) has the unique ability to fix atmospheric dinitrogen (N2) via a symbiosis 
with soil bacteria in root nodules. Although this specificity makes this crop particularly 
interesting in the context of agroecological transition, symbiotic nitrogen fixation is 
particularly sensitive to abiotic stresses such as water deficit, which contributes to the yield 
instability of this protein crop and reduces its interest for farmers. Yield stability depends both 
on plant's ability to tolerate stress and on its ability to recover after stress. However, the 
mechanisms involved during the recovery period have been for now poorly explored. It is, 
therefore, essential to identify traits of plants maximizing pea resilience to water deficit, in 
order to propose new ideotypes that are better adapted to environmental conditions of 
fluctuating water or nutrient availabilities. 
The main objectives of this study were: i) to identify the ecophysiological processes involved 
during the recovery period following a water deficit, considering in particular plant growth 
and plant nitrogen acquisition, and ii) to determine the underlying molecular processes within 
roots and nodules. 
During a first experiment in controlled conditions (4PMI Platform, Dijon, France), the 
dynamics of recovery of two pea genotypes were analyzed in detail after imposing plants 
before their flowering to a water deficit of two weeks. While one of the genotypes, (Kayanne), 
was able to maintain its yield under these conditions, yield of the other one (Puget) was 
decreased by water deficit. We have used both a) a whole-plant approach (using an 
ecophysiological framework focused on carbon, nitrogen and water fluxes in the plant) and b) 
so-called "omics" approaches (metabolomics, transcriptomics, and phytohormone assays) 
concerning root and nodule compartments. This analysis was completed by a second one 
where 13C and 15N2 isotopic labeling experiment allowed us to precisely measure carbon and 
nitrogen fluxes in the soil-plant-atmosphere continuum.  

Our analyses revealed that the two genotypes studied had contrasting resilience 
abilities, partly explained by different recovery strategies during the re-watering period, and 
particularly implying processes which were related to nitrogen nutrition. We have 
demonstrated that during the recovery period Kayanne was able to quickly and strictly re-
adjust the formation of nodules to its growth needs, allowing this genotype to fully recover 
from the 2-week water deficit period. On the other hand, in Puget, the initiation of new 
nodules after water deficit was delayed compared to control plants, but numerous additional 
nodules developed. We hypothesized that the associated larger energy cost, which occurred 
to the detriment of growth, would finally negatively impact Puget’s yield. 
This difference in the dynamics of the root system response to re-watering was comforted by 
the molecular analysis performed in root and nodule compartments. The "omics" analysis also 
highlighted differences in antioxidant and osmoprotective responses between the two 
genotypes that could help to explain the delay observed for the recovery of the two 
genotypes.  
Altogether these results give new insights for the understanding of the regulatory 
mechanisms underlying the recovery of pea plant after a water deficit. Next step will consist 
in a statistical integration of the multi-scaled data (ecophysiological, hormonal, metabolomic 
and transcriptomic data), which should make it possible to identify the main regulators 
involved in recovery, for breeding strategies leading to the selection of pea ideotypes better 
suited to fluctuating water conditions.   
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Le pois (Pisum Sativum L.) possède la capacité de fixer le diazote atmosphérique (N2) via une symbiose 
avec des bactéries du sol au sein d’organes racinaires que sont les nodosités. Bien que cette 
particularité rende cette espèce particulièrement intéressante dans un contexte de transition agro-
écologique, la fixation symbiotique du N2 est cependant sensible aux stress abiotiques tels que le 
déficit hydrique du sol, ce qui contribue à l’instabilité du rendement du pois et réduit son attrait chez 
les agriculteurs. La stabilité du rendement dépend à la fois de la capacité de la plante à tolérer un 
stress, mais aussi de sa capacité à récupérer après ce stress. Or, les mécanismes impliqués pendant la 
phase de récupération demeurent peu explorés. Il est ainsi essentiel d’identifier des traits de plantes 
maximisant la résilience du pois au déficit hydrique, afin de proposer des idéotypes mieux adaptés à 
des conditions environnementales de disponibilité en eau ou nutriments fluctuantes.  
Les principaux objectifs de cette étude étaient dans un premier temps d’identifier les processus 
écophysiologiques impliqués pendant la phase de récupération, après un épisode de déficit hydrique, 
et en considérant en particulier la croissance de la plante et son acquisition d’azote. Dans un 
deuxième temps, il s’agissait de déterminer les composantes moléculaires sous-jacentes à ces 
mécanismes de récupération au sein des racines et des nodosités. Au cours d’une première 
expérimentation réalisée sur la plateforme de phénotypage 4PMI (Dijon, France) nous avons analysé 
en détail la dynamique de récupération de deux génotypes de pois après leur avoir imposé un déficit 
hydrique de deux semaines. Alors que pour l’un des génotypes (Kayanne) le rendement à maturité 
physiologique était maintenu sous ces conditions de déficit hydrique temporaire, le rendement du 
second génotype étudié (Puget) a été négativement affecté par le déficit hydrique. Nous avons utilisé 
conjointement une approche au niveau plante entière (en utilisant un cadre d’analyse 
écophysiologique axé sur les flux de carbone, azote et eau dans la plante) à des approches de type 
« omiques » (métabolomique, transcriptomique et dosages de phytohormones) dans les 
compartiments racinaires et nodulaires. Cette analyse a été complétée par une seconde 
expérimentation impliquant des marquages isotopiques au 13C et 15N2 qui nous a permis de mesurer 
précisément les flux de carbone et d'azote dans le continuum sol-plante-atmosphère.  

Nos analyses ont révélé que les deux génotypes étudiés avaient des capacités de résilience 
contrastées, en partie expliquées par la mise en place de différentes stratégies de récupération 
pendant la période de ré-arrosage, et impliquant des processus liés à la nutrition azotée de la plante. 
Nous avons démontré que pendant la phase de récupération, Kayanne pouvait rapidement ajuster la 
formation de ses nodosités en fonction de ses besoins en azote pour sa croissance, lui permettant 
ainsi de récupérer totalement après deux semaines de déficit hydrique. Au contraire, la restauration 
du statut azoté chez le génotype Puget a été initiée plus tardivement mais plus intensément 
aboutissant à une surcompensation en termes de nombre de nodosités formées. Nous avons donc 
émis l’hypothèse que le fort coût en énergie résultant de la surcompensation nodulaire s’est effectué 
aux dépends de la croissance de la plante, impactant in fine le rendement de Puget.  

Les différences dans les dynamiques de réponse du système racinaire nodulé au déficit hydrique 
observées entre les deux génotypes ont été confirmées par les analyses moléculaires réalisées dans 
les racines et les nodosités. Les analyses « omiques » ont en effet souligné des réponses contrastées 
entre les deux génotypes, impliquant des molécules antioxydantes et osmoprotectrices et les 
processus associés. Ceux-ci pourraient participer au décalage de récupération observé chez les deux 
génotypes. 

Ces résultats apportent de nouvelles perspectives pour la compréhension des mécanismes de 
régulation qui sous-tendent la récupération des plantes de pois après un déficit hydrique. La 
prochaine étape consistera en une intégration statistique des données multi-échelles obtenues 
(données écophysiologiques, hormonales, métabolomiques et transcriptomiques). Cette intégration 
devrait permettre d'identifier les principaux régulateurs impliqués dans la récupération, et ainsi de 
proposer des gènes candidats pour des stratégies de sélection d’idéotypes de pois mieux adaptés à 
des conditions hydriques fluctuantes.  
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