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INTRODUCTION :

Au cours des deux derniéres décennies, les indices tendant a montrer une modification
globale du climat s’accumulent de manicre inquiétante (Pachauri & Reisinger 2007). Ces
changements climatiques (modifications des régimes de précipitations, augmentation des
occurrences d’épisodes de secheresse et de leur durée, hausse des températures) engendrent de
profondes modifications sur les €cosystémes (modifications de la structure des paysages,
augmentation de la sensibilité aux invasions biologiques, etc.), pouvant ainsi bouleverser leurs
équilibres (Jeffers et al. 2012; Ooi 2012; Posas 2011; Raj et al. 2012). Certains écosystemes
comme les agrosystemes (Tassin 2012) se trouvent &tre particuliecrement sensibles a ces
changements climatiques du fait de leur fort degré d’anthropisation. Il a déja été montré que de
tels systémes sont beaucoup plus sensibles aux perturbations et restaurent avec difficulté leurs
fonctions et services €écosystémiques (Barron et al. 2012; Cutforth et al. 2007; Jeffers et al.

2012; Posas 2011; Raj et al. 2012).

Les légumineuses représentent une famille végétale a forte valeur agronomique
(Bohlool et al. 1992). En effet, ces dernicres assurent au sein des agrosysteémes un service
d’enrichissement du sol en composés azotés (Verburg et al. 2012) grace a leur capacité a établir
une relation symbiotique avec des bactéries Rhizobiacées lorsque la disponibilité en composés
azotés du sol est limitée, offrant ainsi une alternative aux intrants azotés particulierement
intéressante d’un point de vue économique et écologique (Bohlool et al. 1992). Cependant,
depuis le début des années 60, les surfaces de légumineuses cultivées a 1’échelle Européenne
ont chuté drastiquement (Cavailles 2009). Ces dernicres €taient, jusqu’a la fin de la premicre
moiti¢ du XX siécle, utilisées préférentiellement en alimentation animale comme source
protéique, et ont peu a peu été délaissées et remplacées par des compléments alimentaires issus
de I’industrie agroalimentaire comme le tourteau de Soja (Cavailles 2009). Cette perte d’intérét
est due d’une part a I’augmentation de la disponibilité des engrais minéraux azotés et a la baisse
de leurs cotts, d’autre part a une politique agricole peu favorable a 1’échelle Européenne et
enfin a des problemes de stabilit¢ des rendements (Cavailles 2009). L’optimisation de la
stabilit¢ des rendements par I’amélioration des variétés cultivées représente un levier d’action
sur lequel la recherche agronomique peut se baser pour relancer la culture des Légumineuses.
Or l'instabilit¢ des rendements est due a la forte sensibilit¢ des légumineuses aux stress
biotiques et abiotiques (Abdelhamid et al. 2011; Arrese-Igor et al. 2011; Ashraf & Iram 2005;

Fedorenko, Fernandez & Busso 1995). En particulier, 1’établissement de la symbiose



permettant aux légumineuses un acces au stock de N, atmosphérique (qui sera transformé par la
suite au coeur des nodosités) est fortement impacté par un large panel de stress abiotiques
(manque d’eau, augmentation de la température, hausse du taux de salinité du sol, etc.)
(Manchanda & Garg 2008; Tejera, Soussi & Lluch 2006; Zacarias, Altamirano-Hernandez &
Cabriales 2004; Zhou et al. 2010), ce qui conduit inexorablement a une baisse des rendements

des cultures de légumineuses soumises a de tels stress.

Le Pois protéagineux, Pisum sativum, employ¢ par les agriculteurs comme source de
protéines pour 1’élevage du bétail, a été utilisé afin de caractériser le différentiel de réponse des
Légumineuses face au stress hydrique du sol. Ses deux modes de nutrition azotée (assimilation
du nitrate (NO3) via les racines et fixation du diazote (N;) via les nodosités) sont
complémentaires dans 1’espace (répartition spatiale des nodules sur les racines) et dans le temps
(quinze jours sont nécessaires pour obtenir des nodules efficients une fois la formation de ces
structures initiée), et offrent ainsi une plasticit¢ de réponse a la plante en conditions stressantes
(Voisin, Munier-Jolain & Salon 2010). La formation et I’entretien de nodosités par la plante
représente un colt énergétique qu’elle n’assume que lorsque la disponibilit¢ en composés
azotés du sol devient critique (Jeudy et al. 2010; Kirda, Danso & Zapata 1989; Naudin et al.
2011). En effet, les nodules nécessitent, pour €tre efficients, un apport énergétique conséquent
sous forme de composé€s carbonés provenant des réactions photosynthétiques. En retour de
cette source d’énergie, les bactéries symbiotiques sont en mesure de fournir a leur plante hote
une forme d’azote utilisable directement par la plante (ammoniaque : NH3), produit lors de la

réaction de fixation du N, atmosphérique (Hopkins 2003).

Il apparait ainsi capital de comprendre quels sont les mécanismes de réponse aux stress
abiotiques des Légumineuses en relation avec leur mode particulier de nutrition azotée. Si les
effets du stress hydrique sur les végétaux cultivés sont bien documentés (Beard 1989; Bresta et
al. 2011; Chaves, Costa & Saibo 2011; Chaves, Maroco & Pereira 2003; Heinemann, Stone &
Fageria 2011), I’é¢tude de leur réponse a un stress hydrique du sol en interaction avec le niveau
de ressources azotées disponibles dans le sol reste a I’heure actuelle peu documentée (Alamillo
et al. 2010; Galvez, Gonzalez & Arrese-Igor 2005; Gonzalez-Dugo, Durand & Gastal 2009).
C’est pourquoi I’étude menée au cours de ce stage vise a mieux caractériser les interactions
existant entre la réponse d’une légumineuse a graines (le Pois) a un stress hydrique du sol et
son mode de nutrition azotée. Les hypotheses posées sont d’une part, le fait que I’imposition
d’un stress hydrique du sol devrait affecter négativement la croissance des plantes et, d’autre

part, que le mode de nutrition azotée (nutrition de type fixatrice ou nutrition de type

2



assimilatrice) devrait moduler la réponse des plantes face au stress hydrique. Enfin, les plantes
ayant subi un stress hydrique du sol devraient étre capables de retrouver une croissance

normale une fois le retour des conditions hydriques optimales.

MATERIEL ET METHODES :

1: Matériel biologique et conditions de croissance :

Des graines de Pois (Pisum sativum) du génotype Kayanne (obtenteur Momont), de
type «afila» (chez lequel les folioles sont absentes et remplacées par des wvrilles
hypertrophiées) ont été calibrées (0,285g + 0,005¢g) afin d’homogénéiser le statut des plantes au
début de I’expérimentation. Pour leur germination, ces graines ont été placées dans des boites
de Pétri pendant trois jours a température ambiante (20°C) et humidifiées a 1’eau osmos¢e.
Apres la levée, deux plantules ont été transplantées dans des pots de 2L. Lors de la
transplantation, chaque plantule a été inoculée avec une suspension contenant 10°
rhizobactéries (Rhizobactérium leguminosarum bv viciae, souche P221). Puis, sept jours

aprés germination, les pots ont été éclaircis afin de ne conserver qu’une plantule par pot.

Le substrat utilisé durant cette expérimentation est constitué d’un mélange composé a
25% de sable de Biot (calibre B4, granulométrie = 1,15 mm + 0,45) et a 75% de Vermiculite
(calibre fin). Ce mélange a été choisi en raison de son caractére inerte, de sa faible capacité de
rétention en eau ainsi que de sa faculté a évaporer rapidement 1’eau qu’il contient. Les pots ont
été disposés en serre du mois de mars au mois de juin 2012, pendant lesquels ils ont été soumis
a une photopériode de 16 heures. Des lampes au Phosphore ont assuré lorsque cela était

nécessaire un éclairage complémentaire (PAR moyen = 255 u E.m™s™), la température

moyenne était de 20,2°C £ 0,9 le jour et de 14°C + 0,8 la nuit. La température au sein de la
serre a été mesurée par deux sondes PT100 (Pyro-controle, Vaulx-en-Velin, France). Le
rayonnement utile a la photosynthése (PAR) a été mesuré par des capteurs au silicium (Solems,
Palaiseau, France). Ces mesures ont été enregistrées toutes les 300 secondes dans une centrale

d’acquisition de données (DL2e ; Delta-T Devices, Cambridge, England).
2 : Design expérimental :

Deux types de traitements ont été appliqués : un traitement azoté comportant deux

conditions contrastées ainsi qu’un traitement hydrique comportant deux conditions et réalisé a



deux stades de développement de la plante (fig.1). La disposition des pots dans la serre a été

réalisée apres randomisation des différentes conditions.

2.1 : Traitements azotés : Deux solutions nutritives ont été utilisées pour 1’irrigation
des plantes. La premicre ne contenait pas de source d’azote (dite ON), et était composée de
K>HPO, (0,8 mmol.L™"), MgSO4 (1 mmol.L™), CaCl, (0,625 mmol.L™), K2SO4 (0,075 mmol.L"
1, NaCl (0,2 mmol.L™), oligo-¢léments (0.05 mmol.L™"), versanate de Fer (0,05 mmol.L™"). La
seconde, dite 14N, contenait suffisamment d’azote (sous forme de nitrates NO3) pour inhiber le
processus de nodulation (Naudin et al. 2011; Reid et al. 2011; Voisin et al. 2010) et était
composée de KNO;3 (14 mmol.L™"), K,HPO,4 (0,8 mmol.L™") Ca(NOs), (14 mmol.L™"), MgSO,
(1 mmol.L™"), NaCl (0,2 mmol.L™"), KH,PO, (0,8 mmol.L™"), Mg(NO3), (14 mmol.L™"), oligo-

¢léments (0,05 mmol.L ™), versanate de Fer (0,05 mmol.L™").

2.2 : Traitements hydriques : Deux conditions hydriques ont ét¢ appliquées afin de
mettre en évidence la réponse du Pois a un stress hydrique du sol. La premiére, dite Controle
(C) (40 plantes, 20 recevant la solution 14N, 20 recevant la ON), correspond a la situation ou
les plantes ont recu suffisamment d’eau (75% de la capacité maximale de rétention en eau du
substrat) pour croitre dans des conditions optimales. La seconde, dite Stress (S) (40 plantes, 20
recevant la solution 14N, 20 recevant la ON), correspond a la situation ou les Pois ont regu un
apport restreint en eau (40% de capacité maximale de rétention en eau du substrat). Cette
période de déficit en eau est maintenue constante durant 14 jours. Afin de maintenir les
conditions hydriques voulues (75% ou 40% de la capacité¢ de rétention maximale en eau du
substrat), les pots ont été pesés chaque jour et le volume de solution nutritive a apporter a

chacun des pots a été ajusté quotidiennement.

Le stress hydrique du sol a été appliqué séparément a deux stades clefs du
développement des plantes. Au premier stade, correspondant au stade initiation florale, le
stress hydrique, noté Sif, est appliqué a 30 plantes (15 recevant la solution 14N, 15 recevant la
ON). Au second, correspondant au stade floraison, le stress noté Sflo, a été appliqué a 10
plantes (5 recevant la solution 14N, 5 recevant la ON) (figure 1 ; tableau 1). A I’issue des
quatorze jours d’imposition du stress, les plantes ont été placées a nouveau dans la condition

hydrique « Controle », soit a 75% de la capacité de rétention maximale en eau du substrat.
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Figure 1: Design expérimental : Schéma récapitulatif de la répartition temporelle des
prélévements pour les conditions azotées (14N et ON) et les différentes conditions hydriques
(Contrdle, Sif et Sflo).

Tableau 1 : Design expérimental : Nombre de plantes par condition azotée et hydrique :

traitement hydrique

Controle Stress initiation florale Stress floraison
traitement ON 20 15 5
azoté 14N 20 15 5

3 : Mesures :

3.1 : Analyse du statut hydrique des plantes : Pour mesurer le potentiel hydrique de
base des plantes, celles-ci on été placées la veille de la mesure dans une chambre noire afin de
d’inhiber les réactions photosynthétiques et de pouvoir négliger 1’évapotranspiration. Le
potentiel hydrique du sol est dans ces conditions équivalent au potentiel hydrique de la feuille.
Le potentiel hydrique de la feuille est obtenu en sectionnant une vrille et en soumettant cette
derniére a une forte pression au moyen d’une chambre a pression (Scholander 600, IPM,
Albany, USA). La valeur du potentiel hydrique correspond a la pression en bars lorsque la séve
xylémique sort des vaisseaux conducteurs. La teneur relative en eau des feuilles est estimée
grace au prélevement de disques foliaires a 1’aide d’un emporte piece (surface de
d’échantillonnage= 4,52 cm?). Ceux-ci sont pesés afin d’obtenir leur poids frais puis placés

pendant quatre heures dans de I’eau osmosée, laps de temps nécessaire pour qu’ils atteignent

leur turgescence maximale. Ils sont alors a nouveau pesés puis placés 48 heures a 1’étuve a



80°C  avant que leurs poids secs ne  soient mesurés.  L’équation :

poids frais—poids sec

RWC = donne la valeur de la teneur relative en eau des feuilles pour

poids turgescent—poids sec

un échantillon. La teneur en eau des feuilles est calculée grice a [’équation :

poids sec feuilles

poids frais feuilles *

3.2 : Mesure des caracteres structuraux des plantes : Des relevés phénologiques ont
¢été réalisés quotidiennement sur chacune des plantes. Ils ont permis de repérer les stades clefs
du développement du Pois. L’initiation florale a été déterminée par dissection d’apex sous une
loupe binoculaire (issus de 10 plantes supplémentaires dédiées a la détermination de ce stade) :
le stade initiation florale correspondant a 1’évolution du méristéme caulinaire en méristeéme
floral. Le stade floraison a été déterminé lorsque 50% des plantes d’une méme condition
présentaient au moins une fleur bien ouverte. Lors des quatre prélévements (initiation florale
(prélevement A), initiation florale + 15 jours (prélevement B), floraison (prélévement C),
floraison + 15 jours (prélevement D)), la plante a été disséquée et chaque compartiment
(racines, nodules fonctionnels et non fonctionnels, tige, feuilles, ramifications, fleurs, cosses et
graines) a €té individualisé et analysé séparément. Les nodules ont été comptabilisés et séparés
entre nodules fonctionnels, de couleur rose (contenant de la Leghémoglobine), et non
fonctionnels, de couleur blanche ou verte. La surface du systéme racinaire des plantes ainsi que
le nombre de racines latérales ont été analysés grace au logiciel d’analyse d’images Winrhizo
(Régent instruments Inc., Québec, Canada). Ce méme logiciel a permis la détermination de la
surface foliaire totale des plantes. Le poids frais des feuilles (stipules + vrilles) de la tige
principale a ét¢ mesuré¢ au moyen d’une balance de précision. Enfin, chacun des compartiments

a été séché a I’¢tuve (48h a 80°C) puis leur biomasse s€che a ét¢ mesurée.

3.3: Mesure des fonctions physiologiques des plantes : L activit¢ photosynthétique et
la conductance stomatique ont ¢ét¢ mesurées a chaque récolte au moyen d’un analyseur LCpro+
(ADC Bioscientific Ltd., Hertfordshire, Royaume Unis) au midi solaire. Cet appareil mesure,
au sein d’une chambre hermétique dans laquelle est insérée la stipule, la différence entre la
teneur en CO; interne a cette chambre et la teneur en CO, atmosphérique. Une série
d’algorithmes complexes lui permet d’estimer 1’activité photosynthétique et la conductance
stomatique. Des courbes de réponse de la photosynthese et de la conductance stomatique a une
intensité lumineuse croissante (PAR = 100, 200, 400, 800 et 2000 pE.m™s™") ont été réalisées
(Ogren & Evans 1993).



4 : Analyse de données :

Les comparaisons de biomasses (racines, nodosités, tiges, feuilles, ramifications, fleurs,
cosses et graines), surfaces (racines, feuilles et ramifications), nombre (nodosités, graines),
activité photosynthétique, conductance stomatique, teneur relative en eau, teneur en eau des
feuilles et potentiel hydrique ont été¢ réalisées au moyen d’un test de Wilcoxon, Mann et
Withney pour échantillons non appariés. Lorsque des comparaisons de pourcentage ont été
effectuées, une transformation arc sinus a été réalisée. L’ajustement d’une fonction logarithme
au nuage de points correspondant aux courbes de réponses de 1’activité photosynthétique a
différentes intensités lumineuses a été réalis€¢ au moyen de la fonction nls. L’ensemble des

analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R (version 2.15.0).

RESULTATS :

1 : Effet de I’imposition d’un stress hydrique du sol au stade « initiation florale » :

1.1: En conditions fixatrices de N, : A ce stade du développement de la plante, le

stress hydrique a peu d’effets sur les structures d’approvisionnement en eau du Pois que sont
les racines. En effet, il n’existe pas de différence significative ni en terme de biomasse de
I’appareil racinaire (fig. 2), ni en terme de surface racinaire entre les plantes ayant regu un
apport en eau optimal et celles ayant subi un déficit. Par ailleurs, les caractéristiques
architecturales du systéme racinaire n’ont pas été affectées par le stress hydrique: la
profondeur d’enfouissement du systéme racinaire ainsi que le nombre de racines latérales se

sont révélées similaires chez les individus appartenant au lot contréle et ceux appartenant au lot

stress.
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Figure 2 : effets du stress hydrique sur la Figure 3 : effets du stress hydrique sur la
biomasse racinaire (prélévement B, i.e. 14 biomasse foliaire (prélévement B, i.e. 14
jours apres le début du stress). jours apres le début du stress).



Les structures d’acquisition de I’azote que sont les nodosités sont en revanche
affectées par le stress hydrique au stade initiation florale. Le nombre et la masse seéche de
nodules diminuent significativement entre les individus appartenant au lot stressé et ceux
appartenant au lot controle. En revanche, leur taille n’est pas affectée par I’imposition du
stress (tableau 2). Les structures aériennes (feuilles et tige) de la plante sont quant a elles
impactées de maniere plus prononcée par le stress hydrique. En effet, la masse seche aérienne
totale des individus stressés est significativement inférieure a celle des individus ayant
bénéfici¢ de conditions hydriques optimales (fig. 3). La masse seche des feuilles suit elle aussi
la méme tendance. En revanche, la surface foliaire est identique entre les plantes stressées et

les plantes « contrdle ».

La teneur en eau des feuilles est significativement augmentée par I’application d’un
stress hydrique du sol. En revanche, le potentiel hydrique, variable traduisant le statut
hydrique de la plante, ne differe pas entre les individus « contrdle » et les individus stressés a
I’issue des quatorze jours de déficit hydrique. Un autre indicateur du statut hydrique de la
plante, la teneur relative en eau des feuilles, n’est elle aussi pas affectée par une modification
de condition hydrique du sol. Les fonctions assurées par la feuille que sont I’activité
photosynthétique et la conductance stomatique ne sont pas affectées par 1’application d’un
stress hydrique lors de I’initiation florale. En effet, il n’existe pas de différence significative
entre les courbes de réponse a différentes intensités lumineuses pour ces deux traitements, les
intervalles de confiance (IC) associés aux deux parameétres d’ajustement des courbes se

recoupant mutuellement (fig. 4).
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Figure 4 : Ajustement logarithme (activité photosynthétique = a log (PAR) — b) de courbes de
réponse de I’activit¢ photosynthétique a différentes intensités lumineuses pour les plantes
issues du prélevement B. Bleu = Contréle ON ; Rouge = Stress if ON ; Vert = Controle 14N ;
Orange = Stress if 14N.



1.2 : En conditions assimilatrices de NO;: La présence dans la solution nutritive
d’une source d’azote, sous forme de nitrates (NOs) a permis d’inhiber de maniere fiable le
processus de nodulation. En absence d’azote dans la solution nutritive, le stress hydrique
induit, chez les individus ayant été stressés au stade d’initiation florale, une biomasse et une
surface racinaire inférieures a celles obtenues au moyen de la solution 14N (tableau 2).
Concernant ’appareil végétatif, la réponse au stress varie entre les deux modes de nutrition
azotée. L’absence d’une source de nitrates dans la solution nutritive ON conduit a une baisse

de 46% de la biomasse totale aérienne lors de 1’application d’un stress hydrique du sol. Il en

va de méme pour la biomasse, la surface foliaire et la longueur de la tige principale.

Tableau 2 : Effet de I’application du stress hydrique au stade initiation florale sur les variables
mesurées lors du prélevement B. Le degré de significativité du test de Wilcoxon est indiqué
pour les différentes variables étudiées : p =0 :*** ; p <0.001 :** ; p <0.01 : *.

(Stress initiation florale—Contrdle)

Effet biologique = - x 100
Controle

Effet W p Effet W p

biomasse racinaire (g) = - 14 NS A -46% 0 ©

surface racinaire (cm?) = - 9 NS A -30% 1 *
profondeur d'enfouissement (cm) = - 11 NS = - 6 NS
nombre de racines latérales = - 11 NS = 3 NS
biomasse nodules fonctionnels (g) N -45% 20 2 / / / /

nombre de nodules fonctionnels A -24% 16 * / / / /

taille des nodosités (g.nodule™) = = 9 NS / / / /
biomasse aérienne (g) a -37% 24 * A -46% 0 *

biomasse feuilles (g) A -40% 25 - A -46% 0 <

surface feuilles (cm?) = - 16 NS A 47% 0 *

longueur tige principale (cm) A -19% 25 * A -27% 0 *
teneur en eau des feuilles (%) 2 2% 0 * 7 3% 20 *
potentiel hydrique (MPa) = - 11,5 NS = - 12 NS
teneur relative en eau (%) = - 9 NS = - 16,5 NS
activité photosynthétique (umol CO,.m?>s™)| = - 6 NS = - 4 NS
conductance stomatique (ptmol H,0.m?s™h)| = - 8,5 NS = 3 NS

2 : Effet de I’imposition d’un stress hydrique du sol au stade floraison :

2.1 : En conditions fixatrices de N, : La profondeur d’enfouissement du systeme
racinaire est inférieure chez les individus stressés par rapport a ceux ayant bénéficié¢ de
conditions hydriques optimales. Concernant le systeme aérien, la biomasse seche totale du
systéme aérien varie significativement entre les individus stressés et les individus ayant
bénéfici¢ de conditions hydriques satisfaisantes. Cette variation est due a la différence de
biomasse de tige, qui se trouve étre inférieure chez les individus ayant été soumis au stress

hydrique a floraison (tableau 3).



2.2 : En conditions assimilatrices de NO; : L’apport, via la solution nutritive, de
nitrates (NO;) induit une modification de la réponse de la plante face a un stress hydrique de
quatorze jours (tableau 3). Le stress hydrique, en condition assimilatrice, induit une
diminution des biomasses et surfaces racinaires ainsi que des biomasses des ramifications.
L’impact du stress hydrique sur les variables observées est plus important chez les individus
ayant recu la solution nutritive contenant une source d’azote que chez les individus fixateurs.
En réponse au stress hydrique du sol, les individus « fixateurs » présentent des biomasses des
parties reproductives supérieures a celle des individus « assimilateurs ». La teneur relative en
eau des feuilles varie ¢galement entre les deux traitements : elle est plus importante pour celui

ayant regu la solution nutritive contenant du nitrate.

Tableau 3 : Effet de I’application du stress hydrique au stade floraison sur les variables
mesurées lors du prélevement D. Le degré de significativité du test de Wilcoxon est indiqué
pour les différentes variables étudiées : p =0 :*** ; p <0.001 :** ; p<0.01 : *.

(Stress initiation florale—Contrdle)

Effet biologique = - x 100
Controle
Effet w p Effet W p
biomasse racinaire (g) = - 19 NS A -56% 0 e
surface racinaire (cm?) = - 10 NS N 2% 0 *
profondeur d'enfouissement A -19% 23 * = - 8,5 NS
nombre de racines latérales = - 14 NS = - 12 NS
biomasse nodules fonctionnels (g) = - 15 NS / / / /
nombre de nodules fonctionnels = - 14 NS / / / /
biomasse nodules non fonctionnels (g) = - 14 NS / / / /
nombre nodules non fonctionnels = - 15 NS / / / /
biomasse aérienne (g) A -26% 24 & = - 3 NS
biomasse feuilles (g) = - 17 NS = - 4 NS
surface feuilles (cm?) = - 22 NS = - 7 NS
longueur tige principale (cm) = - 22 NS = - 14 NS
biomasse ramifications (g) = - 19 NS A -88% 1 NS
biomasse graines (g) = - 5 NS A TT% 25 *
teneur en eau des feuilles (%) = - 14 NS = - 3 NS
potentiel hydrique (MPa) = - 20 NS = - 12 NS
teneur relative en eau (%) = - 18 NS A -24% 1 *
activité photosynthétique (umol CO,.m2s™)| = - 1 NS = - 9 NS
conductance stomatique (umol H,O.m?s™")| = = 0,5 NS = = 5,5 NS

3 : Résilience du Pois suite a un stress hydrique du sol imposé au stade initiation

florale :

3.1 : Effets du retour des conditions hydriques favorables en conditions fixatrices

de N, :

3.1.1: effets a court terme : Sept jours apres le retour des conditions hydriques
optimales, peu de caracteres apparaissent significativement différents entre les plantes ayant

subi un stress hydrique du sol et celles ayant bénéfici¢é de conditions hydriques optimales
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(tableau 4). La masse seche du systéme racinaire et sa surface ne varient pas en fonction des
deux modalités de traitement hydrique. Les biomasses et nombres de nodules fonctionnels
suivent cette tendance, ainsi que les biomasses et nombres de nodules non fonctionnels. La
biomasse aérienne totale est, elle aussi, similaire entre les plantes ayant subi un stress et celles
ayant bénéfici¢ de conditions hydriques optimales. Cependant, la biomasse des feuilles de la
tige principale est significativement différente entre les individus stressés et les contrdles, les
stress€s présentant une masse seéche plus réduite. La surface foliaire suit également cette
tendance. La longueur de tige principale ne différe plus entre les individus appartenant au lot
contrdle et ceux appartenant au lot stressé a initiation florale. Le potentiel hydrique, la teneur
en eau des feuilles ainsi que la teneur relative en eau ne différent pas entre les traitements
stress a I’initiation florale et les controles. Les wvariables relatives aux réactions

photosynthétiques sont semblables entre les deux traitements hydriques.

3.1.2 : effets a moyen terme: Vingt jours aprés que les conditions hydriques
optimales aient été rétablies, les effets de I’imposition du stress hydrique au stade « initiation
florale » en 1’absence de source d’azote dans le substrat sont plus marqués comme le montre
le tableau 4. Contrairement aux hypothéses initiales, la plante n’est pas capable de retrouver
une croissance normale suite a I’imposition du stress. Vingt jours apres le retour des

conditions hydriques optimales, les effets du stress hydrique sont encore plus prononcés.
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Figure 5 : effet de ’imposition d’un stress hydrique du sol sur la biomasse racinaire au cours
du développement du Pois. Comparaison entre conditions azotées (ON et 14N) et traitements
hydriques (Contréle et Stress a initiation florale). La fleche rouge correspond a la période
d’application du stress.
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La biomasse du systéme racinaire est significativement différente entre les plantes
ayant subi un stress hydrique et celles ayant bénéficié de conditions hydriques optimales,
comme le montre la figure 5. Le retour des conditions hydriques favorables n’a pas permis
d’obtenir chez les plantes stressées une profondeur d’enfouissement du systéme racinaire
aussi importante que pour les plantes appartenant au lot controle. Le nombre de racines
latérales est ¢également affecté, les plantes ayant manqué d’eau en produisant
significativement moins. Les biomasses et le nombre de nodosités (qu’elles soient
fonctionnelles ou non fonctionnelles) ne sont pas différents a ce stade du développement de la

plante.

Au niveau aérien, de nombreux caractéres sont significativement inférieurs pour le
traitement stress par rapport au contrdle, indiquant I’incapacité de la plante a retrouver une
croissance similaire au controle suite au stress. La biomasse aérienne des individus ayant subi
un stress est inférieure a celle des individus ayant bénéficié¢ de conditions hydriques optimales
(fig. 6). La biomasse de feuilles issues de la tige principale est également inférieure chez les
plantes stressées, tout comme la longueur de la tige principale. Cependant, la surface foliaire
ne différe pas entre les deux modalités de traitement hydrique. Le processus de ramification
est fortement affecté par le stress hydrique : la biomasse des feuilles issues des ramifications

est nettement plus faible dans le cadre du traitement stress hydrique.
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Figure 6 : effet de I’imposition d’un stress hydrique du sol sur la biomasse racinaire au cours
du développement de la plante. Comparaison entre conditions azotées (0N et 14N) et
traitements hydriques (Controle, Stress a initiation florale). La fleche rouge correspond a la
période d’application du stress.
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Les plantes ayant subi un stress a I’initiation florale possédent une biomasse de
graines (en pourcentage de la biomasse totale de la plante) supérieure aux individus ayant

disposé de conditions hydriques favorables (fig. 7).
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Figure 7: effets des différentes conditions hydriques et azotées sur la répartition de la
biomasse par compartiment (Seuls les écarts types concernant la masse totale de la plante sont
figures).

Les indicateurs du statut hydrique de la plante (potentiel hydrique, teneur relative en
eau et teneur en eau des feuilles) ne présentent une fois encore pas de variation entre les deux
conditions hydriques. Les variables liées aux fonctions assurées par les feuilles ne varient
¢galement pas en fonction de la teneur en eau du sol. Cela est valable pour I’activité

photosynthétique, tout comme la conductance stomatique.

Tableau 4 : Effet de la résilience suite a I’application du stress hydrique au stade initiation
florale sur les variables mesurées lors des prélévements C et D. Le degré de significativité du
test de Wilcoxon est indiqué sur les différentes variables étudiées : p = 0 :*** ; p < 0.001 :** ;
p<0.01:*.

(Stress initiation florale—Contrdle)

Effet biologique = - x 100
Controle
Effet w p Effet w p
biomasse racinaire (g) = - 11 NS 8 -28% 25 =
surface racinaire (cm?) = 9 NS = - 14 NS
biomasse nodules fonctionnels (g) E 9 NS N -27% 25 **
nombre de nodules fonctionnels = 13 NS 8 -35% 15 *
biomasse nodules non fonctionnels (g) = 15 NS = 13 NS
nombre nodules non fonctionnels = 5 NS = - 6 NS
biomasse aérienne (g) = - 21 NS 3 4% 25 **
biomasse feuilles (g) 2 -O% 25 ** 8 4% 25 ok
surface feuilles (cm?) 8 -33% 20 o = - 9 NS
longueur tige principale (cm) = 11 NS N -26% 25 **
biomasse ramifications (g) / / / / 8 -95% 24 **
biomasse graines (g) / / / / 2 2% T *
teneur en eau des feuilles (%) = 18 NS = 18 NS
potentiel hydrique (MPa) = 18 NS = 19 NS
teneur relative en eau (%) = 20 NS = 15 NS
activité photosynthétique (umol CO,.m2s™)| = 5 NS = 0 NS
conductance stomatique (umol H,0.m™s = 0 NS = 0 NS

13



3.2 : Réponse du Pois au retour de conditions hydriques favorables : effet du

mode de nutrition azotée :

Vingt jours apres le retour de conditions hydriques optimales, I’apport d’azote via la
solution nutritive représente le facteur déterminant régissant la manieére dont la plante va
répondre au retour de conditions hydriques optimales. L’imposition du stress hydrique a
induit, en dépit du retour de conditions hydriques favorables, une diminution des surfaces et
biomasses racinaires (tableau 5), de la profondeur d’enfouissement ainsi que du nombre de
racines latérales qui sont significativement inférieurs pour les individus ayant un mode de
nutrition azotée de type fixateur de N,. Cette tendance se retrouve également au niveau aérien
(fig. 7), ou I’ensemble des variables permettant la caractérisation du développement des
plantes sont inférieures chez les individus « fixateurs ». Les individus ayant un mode de
nutrition de type fixateur présentent, en réponse a I’imposition du stress hydrique, une
biomasse des parties reproductives supérieure a celle des plantes ayant été traitées avec la

solution nutritive contenant une source azotée.

En revanche, les indicateurs du statut hydrique (teneur en eau des feuilles, potentiel
hydrique et teneur relative en eau) de la plante ne sont pas modulés par le stress hydrique quel
que soit le mode de nutrition azotée de la plante. Il en va de méme pour les variables liées aux

réactions photosynthétiques.

Tableau 5 : Effet du mode de nutrition azotée sur la résilience suite a I’application du stress
hydrique au stade initiation florale sur les variables mesurées lors du prélevement D. Le degré
de significativité du test de Wilcoxon est indiqué sur les différentes variables étudiées : p =
0 :***; p<0.001 :**; p<0.01:*,

(Stress initiation florale ON—Stress initiation florale 14N)

x 100

Effet biologique =

Stress initiation florale 14N

biomasse racinaire (g) 8N -58% 0 ok
surface racinaire (cm”) 8 -50% 0 *
profondeur d'enfouissement (cm) 8 -23% 0 *
nombre de racines latérales 8 -41% 1 *
biomasse aérienne (g) a8 -51I% 0 o
biomasse feuilles (g) 8N -60% 0 o
biomasse ramifications (g) 8 9% 0 o
biomasse graines (g) 2 2% 25 *

potentiel hydrique (MPa) - 18 NS
teneur en eau des feuilles (%) = - 10 NS

teneur relative en eau (%) = - 13 NS
activité photosynthétique (umol CO,.m>s™)| = - 9 NS
conductance stomatique (umol H,O.m?s ™[ = = 3 NS
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DISCUSSION :

Il semble exister deux stratégies distinctes de réponse au stress hydrique, modulées
par la présence ou I’absence d’azote (et donc le mode de nutrition azotée des plantes). Les
plantes ayant un mode de nutrition azotée reposant sur 1’assimilation de nitrates, sont peu
affectées par I’imposition d’un stress hydrique du sol durant I’initiation florale ou pendant la
floraison, comme I’illustre la photographie de la figure 7, que ce soit au niveau structural et
fonctionnel. En revanche, la combinaison d’un stress hydrique du sol durant I’initiation florale
avec une nutrition azotée reposant uniquement sur la fixation du N, par les rhizobactéries
provoque une réduction significative des biomasses de plusieurs compartiments de la plante
(nodules, tiges, feuilles) ainsi que des surfaces foliaires et racinaires. De plus, les plantes
ayant été soumises a de telles contraintes présentent une biomasse des parties reproductrices
(graines) nettement plus importante. Cependant, les effets combinés du stress hydrique du sol
et d’un mode de nutrition azotée de type fixateur de N, produisent des effets moins marqués

sur ces caracteéres au stade floraison comparativement au stade initiation florale.

Sif 14N vs Sif ON Sif 14N vs Controle 14N ~ Sif ON vs Controle ON Sflo ON vs Controle ON

Figure 7 : effets différentiels sur le phénotype de I’application d’un stress hydrique au stade initiation
florale et a floraison. Plantes récoltées au prélévement D.
A = comparaison entre solution nutritive avec et sans azote pour le stress a I’initiation florale. B =
comparaison entre un stress a I’initiation florale et le contréle en présence d’azote. C = comparaison
entre un stress a I’initiation florale en 1’absence d’apport exogéne d’azote. D = comparaison entre un
stress a la floraison et le controle en I’absence d’apport exogéne d’azote.

Certains résultats obtenus lors de I’expérimentation entrent en contradiction

avec la littérature scientifique a leur sujet. Dans un premier temps, notre étude ne montre
aucune variation du statut hydrique des plantes via la mesure du potentiel hydrique. Nous
estimons que c’est la multiplication du nombre d’expérimentateurs pendant la mesure du
potentiel hydrique qui a représenté un biais important lors de la mesure. Par ailleurs, les

études menées sur la réponse des plantes a un stress hydrique du sol mentionnent toujours une
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diminution drastique de 1’activité photosynthétique et de la conductance stomatique en
condition de stress, méme lorsqu’il est modéré (Chaves et al. 2011; Shangguan, Shao &
Dyckmans 2000; Streeter 2003; Xu & Zhou 2006). Pourtant, les données obtenues au moyen
de ’analyseur de photosynthése (LCpro +) ne permettent pas de montrer un quelconque effet
du stress hydrique sur les fonctions photosynthétiques. En effet, les parameétres des courbes
issues de 1’ajustement au nuage de points sont similaires d’un traitement hydrique a I’autre, et
d’une condition de nutrition azotée a 1’autre. Il semble que cette machine ait été victime de
disfonctionnements, produisant ainsi des séries de données erronées. Enfin, la littérature
présente la plasticité du systéme racinaire comme une réponse a moyen terme en condition de
stress hydrique : la longueur du systeme racinaire augmentant avec ’intensité du stress
(Buljovcic & Engels 2001; Gonzalez-Dugo et al. 2009; Zaman-Allah, Jenkinson & Vadez
2011). Dans notre étude, c’est un résultat opposé qui a pu €tre observé puisque la profondeur
d’enfouissement du systéme racinaire n’a pas ét€¢ modifiée par le stress, les racines ayant

probablement été contraintes par le volume restreint des pots (2 litres).

Le résultat majeur de notre étude réside dans le fait que le stress hydrique seul en
conditions azotées optimales (a I'intensit¢ ou il a été¢ appliqué, soit 40% de la capacité
maximale de rétention en eau du substrat pendant 14 jours) ne semble pas étre un facteur
suffisant pour induire des modifications d’ordre phénotypique et/ou physiologique chez
le pois. En effet, les individus dont la nutrition azotée reposait uniquement sur I’assimilation
de nitrates n’ont pas ¢été affectés par le déficit hydrique. L’ensemble des variables liées au
développement de ces plantes s’est révélé similaire entre les plantes stressées et celles ayant
bénéfici¢ de conditions hydriques optimales. Des courbes de réponse a différentes intensités
de stress hydrique permettraient de déterminer a partir de quel seuil le pois est perturbé dans

sa croissance en conditions d’apports minéraux pléthoriques.

En revanche, lors de l’imposition d’un stress hydrique lorsque le mode de
nutrition azotée repose uniquement sur la fixation de N,, différentes variables traduisant
le développement de la plante se sont révélées affectées. Le stress hydrique seul ne suffit
pas ici a induire des changements majeurs vis a vis des variables traduisant le développement
du Pois, mais sa combinaison avec un second facteur abiotique (ici la modulation de 1’apport
azoté) va induire une modification de [’allocation des ressources entre les différents
compartiments de la plante (biomasse aérienne, biomasse nodulaire, biomasse des
ramifications). L’absence de nitrates dans la solution nutritive pousse la plante a allouer de

I’énergie, sous forme de composés carbonés (hydrates de carbone issus des réactions
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photosynthétiques) dans la formation et I’entretien de nodosités, siege des interactions
symbiotiques assurant un acces au N, (Galvez et al. 2005; Larrainzar et al. 2009; Marino,
Gonzalez & Arrese-Igor 2006). Cet investissement de la plante vis a vis de ses bactéries
symbiotiques représente pour 1’hdte un colit énergétique non négligeable, justifiant 1’absence
de ramifications lors de I’application d’un stress a I’initiation florale (Lebon et al. 2006;
Lebon et al. 2004; Mortier, Holsters & Goormachtig 2012). Ce cotlit de mise en place et
d’entretien des nodosités devient plus lourd a assumer pour la plante en condition de stress
hydrique du sol (Arrese-Igor et al. 2011; Galvez et al. 2005; King & Purcell 2001). En effet,
pour assurer le bon fonctionnement de ses fonctions métaboliques malgré le facteur limitant
que représente le manque d’eau, la plante réduit sa production de biomasse (Bourgault et al.
2010; Gonzalez-Dugo et al. 2009), afin de limiter les pertes d’eau dues au phénoméne
d’évapotranspiration. La réduction de sa biomasse (et donc de sa surface) foliaire va induire
une réduction de la production d’assimilats photosynthétiques carbonés, sous forme
d’hydrates de carbone qui constituent la source d’énergie de la plante et des bactéroides
(Galvez et al. 2005; Xu et al. 2010; Yousfi et al. 2010). Concernant les nodosités, leur plus
faible biomasse et nombre sur les racines des individus ayant subi un stress hydrique du sol au
stade de I’initiation florale est trés probablement dii a la modulation de I’allocation des
ressources énergétiques entre la plante hote et ses symbiontes (Arrese-Igor et al. 2011; Ashraf
& Iram 2005; Galvez et al. 2005). Dans ces conditions, la plante réalise un compromis
entre maximisation de la fixation du diazote atmosphérique et maintien de ses fonctions
principales. Ce mécanisme permettrait a la plante d’économiser ses ressources durant
I’épisode de stress, et de les utiliser pleinement une fois le retour de conditions hydriques

satisfaisantes.

Le stade de développement auquel le stress hydrique est appliqué affecte la
réponse du pois lorsque sa nutrition azotée repose uniquement sur la fixation de N,
atmosphérique, mais pas lorsque sa nutrition azotée repose sur I’assimilation des
nitrates. De la méme maniére que le stress imposé a I’initiation florale, le stress hydrique
appliqué a la floraison en conditions assimilatrice de NOj; (inhibant ainsi le processus de
nodulation) n’induit pas de réponse de la part du Pois. L’ensemble des variables caractérisant
le développement des plantes est similaire entre les individus stressés et ceux ayant bénéficié
de conditions hydriques optimales. En revanche, contrairement a ce qui a pu étre observé avec

I’application d’un stress hydrique du sol a I’initiation florale en I’absence de source d’azote
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dans le substrat, la réponse du Pois face a un déficit hydrique a floraison est nettement moins
prononcée. Seules deux variables sont affectées négativement : la profondeur d’enfouissement
du systeme racinaire et la biomasse séche aérienne totale. Il semble que les plantes ayant
subi un stress hydrique au stade de floraison et celles ayant bénéficié de conditions
optimales de croissance investissent leur énergie de maniére similaire dans la mise en
place des structures reproductrices. Le stade de développement auquel a lieu 1’application
du stress joue un role fondamental dans la réponse a ce dernier. Le Pois, apres avoir dépassé
le stade d’initiation florale, ne présente plus de sensibilité (pour I’ensemble de ses variables a
I’exception de la biomasse aérienne totale et de la profondeur d’enfouissement du systéme
racinaire) au déficit hydrique. Des résultats en cours d’analyse portant sur 1’application d’un
stress hydrique a la fin du franchissement de stade limite d’avortement des graines tendent a
appuyer cette hypotheése. Les résultats obtenus entrent en contradiction avec de nombreuses
¢tudes montrant un effet important de 1’application d’un stress hydrique du sol sur les stades
avancés du développement du Pois (Abdelhamid et al. 2011; Bourgault et al. 2010; Mahieu et
al. 2009; Ney, Duthion & Turc 1994; Yousfi et al. 2010). Le stress, tel qu’il a été imposé
durant cette expérimentation (40% de la capacité maximale de rétention en eau du
substrat pendant quatorze jours) ne semble pas étre suffisamment important pour

induire une réponse de la part du Pois au stade floraison.

Une autre réponse particulierement intéressante a pu étre identifiée en rétablissant la
teneur en eau du substrat au niveau optimal (70% de la capacité¢ de rétention en eau du
substrat) apres les 14 jours d’imposition du stress hydrique. En effet, les individus ainsi traités
ne retrouvent pas un développement semblable a celui des individus servant de contrdle. Il ne
semble donc pas exister de processus de résilience une fois I’arrét de la période de stress
(Chaves & Oliveira 2004; Cutforth et al. 2007). De plus, I’investissement conséquent
(augmentation de la biomasse des graines de 92%) que réalisent les individus ayant subi
un stress hydrique dans leurs fonctions reproductrices au détriment de leurs structures
végétatives traduit un changement de stratégie de la plante. Leurs ressources sont alors
investies prioritairement vers les structures reproductrices au détriment des structures
végétatives et racinaires afin de pouvoir libérer leurs graines le plus vite possible (Lebon et al.
2006; Ney et al. 1994). Cette tendance de la plante a restreindre son investissement
énergétique vers ses structures végétatives est accentuée par le laps de temps nécessaire a
I’obtention de nouvelles nodosités efficientes (15 jours) (Hopkins 2003). En effet, durant cette

période, la plante mobilise des composés carbonés pour assurer la création des structures de
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fixation de I’azote que sont les nodules, mais elle ne peut, durant ce laps de temps, obtenir en
retour des composé azotés pouvant entrer dans ses réactions de synthése protéique (Hopkins

2003; Puppo et al. 2005; Reid et al. 2011).

Afin de mettre en évidence une stratégie de remplissage des graines spécifique aux
plantes ayant subi un stress au stade de I’initiation florale, des tests de caractérisation de la
qualité de ces graines (teneur en protéines et lipides, aptitude a germer) et du rendement des
Pois (Planchet et al. 2011; Ramos & de Andrade 2010) permettraient, en regard des résultats
des analyses de teneur d’azote et de carbone, d’apporter des éléments appuyant ces
hypotheses. En effet, il est d’une part envisageable que le manque de ressources hydrique et
énergétique ait poussé la plante a avorter certaines gousses au sein desquelles les graines
¢taient au début de la phase de remplissage (Cutforth et al. 2007; Ney et al. 1994; Zaman-
Allah et al. 2011). Ainsi, les graines issues de plantes stressées pourraient €tre produites en
plus faible nombre mais se révéler étre de meilleure qualité et permettre ainsi d’augmenter le
succes reproducteur de la plante qui les a produites (Gibbs, Van Dyck & Breuker 2012; Jarvis
& Moore 2008).

L’investissement conséquent des individus stressés dans les structures reproductrices a
trés probablement été amplifié par la conception du design expérimental. En effet, les plantes
ne recevant pas la solution contenant de I’azote sous forme de nitrate ont probablement
fait face, durant les deux premieres semaines de I’expérimentation, a une sévére carence
azotée. Les nodules, organes leurs ouvrant 1’acces au N issus de 1’atmosphére, ne se mettent
en place et ne deviennent actifs que deux semaines apres I’inoculation (Hopkins 2003). Ce
laps de temps a donc treés certainement représenté un réel stress azoté, puisque les plantes

nécessitent un apport conséquent de composés azotés durant le début de leur croissance.

Si les variables étudiées dans le présent rapport sont pour la quasi totalit¢ d’entre elles
liées aux composantes structurales de la plante (biomasses de racines et de feuilles, surfaces
foliaires, etc.), il semble désormais nécessaire d’analyser les composantes liées aux fonctions
physiologiques de la plante, qui n’obéissent pas a la méme échelle de temps (réponses a court
terme des composantes fonctionnelles versus réponses a long terme des composantes

structurales).
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CONCLUSION :

Cette étude a permis de mettre en évidence I’existence d’une différence de réponse du
Pois face a un stress hydrique du sol. Cette réponse est, dans un premier temps, modulée par
le mode de nutrition azotée de la plante (assimilation de nitrates ou fixation symbiotique de
I’azote atmosphérique) puis, dans un second temps, par le stade du développement
physiologique de la plante auquel il est imposé (ici a I’initiation florale et a la floraison). Il a
ainsi été montré que le processus de nodulation joue un role important dans la réponse de la
plante face au stress, ce dernier induisant une modification de la balance de 1’allocation des
composés carbonés entre les différents organes de la plante et les nodosités. Cependant, des
é¢tudes complémentaires doivent étre menées afin d’estimer, par exemple, la teneur en eau
minimale que le Pois peut supporter sans que cela ne nuise a son rendement. Faire varier la
dureée du stress permettrait également d’obtenir des informations particuliérement
intéressantes permettant de caractériser de manicre précise le type de stress hydrique (en
terme de teneur minimale en eau et de durée de I'imposition du déficit) qui impacte le
rendement et la qualité des graines du Pois. La recherche de mécanismes d’acclimatation aux
stress permettrait également d’obtenir des variétés de Pois résistantes capable de conserver
des rendements élevés en dépit de conditions climatiques peu favorables. Ces nouvelles
connaissances pourront permettre la conception d’idéotypes valorisant la complémentarité
entre les deux modes de nutrition azotée (fixation symbiotique de N, et assimilation de
nitrates) des légumineuses. Le caractere résilient suite a une perturbation devra aussi étre pris
en compte dans la conception des idéotypes, assurant ainsi une meilleure stabilité des

rendements et rendant tout leur attrait aux cultures de Légumineuses.
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