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LYP: LysM domain-containing protein 
MAPK: Mitogen-activated protein kinase  
N: Azote/Fertilisation Normale engrais retard 
N/2: Fertilisation contraignante engrais retard  
N_Remo: Quantité d'azote remobilisé 
N_up_post: Quantité d'azote prélevé après floraison 
N_up_pre/N_Flo: Quantité d'azote prélevé avant 
floraison 
N+1: Fertilisation Normale engrais retard + fertilisation 
liquide  
N0: Traitement sans azote 

N1: Traitement azote  
N100: Traitement 2*50U au champ 
N150: Traitement 3*50U au champ 
NADH: Nicotinamide Adénine Dinucléotide Réduite 
NH4

+: Ammonium 
NiR: Nitrite Reductase 
NIRS: Near Infra-Red Spectrum 
NIS: Nitrogen Induced Susceptibility  
NLR: Nucleotide-Binding Site Leucine Rich Repeat  
NO: Oxyde Nitrique  
NO2

- : Nitrite 
NO3

- : Nitrate 
NR: Nitrate Reducase  
NRE: Nitrogen Remobilization Efficiency 
NRT: Nitrate transporter 
NUE: Nitrogen Use Efficiency  
NUpE: Nitrogen Uptake Efficiency 
NUtE: Nitrogen Utilization Efficiency 
P: Phosphore 
Pa_Length: Longueur de panicules 
PAL: Phenylalanine Ammonia-Lyase  
PAMP: Pathogen Molecular Patterns  
PanNB: Nombre de panicules 
phi_Assim : Assimilation de Co2 
phi_Gs : Conductance en vapeur d’eau  
phi_Transp : Evapotranspiration  
PNUE: Physiological NUE 
POD: Peroxydase  
Post_DW_Acc: Biomasse accumulée après floraison 
PR : Pathogenesis Related 
Pre_DW_Accu: Biomasse accumulée avant floraison 
PRR: Pattern Recognition Receptors 
PTI: PAMP-Triggered Immunity  
QTL: Quantitative trait loci  
R: Résistance 
RLK: Receptor Like Kinase  
RNS: Reactive nitrogen species  
ROS: Reactive oxygen species  
S: Soufre 
SA: Acide Salicylique 
SG_Lf: Stay-Green leaves  nombre de feuilles vertes  
ShDW: Biomasse aérienne 
Si: Silice 
SPAD: Soil and Plant Analyze Developments 
Till.Eff: Efficience de tallage 
TilNB: Nombre de talles 
U: Unité d'Azote (kg/ha)
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Figure 2: Répartition des surfaces rizicoles en Europe 
Les régions où la riziculture est présente sont représentées en vert (Kraehmer et al. 2017). 

Figure 1 : Production en riz paddy de 1968 à 2018 (Surfaces et rendements)  
A gauche : Surface de riz cultivée dans le monde, par tranche de 10 ans de 1968 à 2018 

A droite : Production (barres vertes) et rendement moyen (ligne bleue) de riz dans le monde par tranche de 10 ans de 1968 à 
2018 

Source : FAO 2020 
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Introduction 1 

I. Problématique Générale  2 

Le riz dans le monde, en Europe et en Camargue 3 

Le riz, Oryza sativa, est la troisième céréale la plus produite dans le monde après le maïs et le 4 

blé, avec une production mondiale de 780 millions de tonnes en 2018. La production rizicole mondiale 5 

a connu une croissance extrêmement forte au cours des cinquante dernières années avec une 6 

augmentation de près de 300% entre 1968 et 2018 (FAO, 2020). Cet accroissement de la production 7 

vient principalement de l’amélioration des rendements qui ont doublé pendant cette période (de 2 à 4 8 

t/ha au niveau mondial) associée à une légère augmentation des surfaces cultivées (Figure 1). L’Asie 9 

domine l’économie du riz, avec 90% des surface cultivées (Courtois 2007). Les productions chinoise, 10 

indienne, et indonésienne assurent respectivement 27%, 22% et 10% de la production mondiale (FAO, 11 

2020). Les 10% de surfaces rizicoles restantes sont partagées majoritairement entre l’Amérique du Sud 12 

et l’Afrique. 13 

 À une toute autre échelle on retrouve une activité rizicole dans certains pays d’Europe 14 

méridionale, principalement en Espagne et en Italie avec 105 000 et 220 000 ha cultivés (FAO, 2020) 15 

ce qui représente plus de 75% de la surface rizicole européenne (Figure 2). La sous espèce japonica 16 

tempérée est majoritaire sous ces latitudes, notamment du fait de son adaptation au climat méditerranéen. 17 

(Kraehmer, Thomas, et Vidotto 2017). 18 

 La France possède un bassin de production bien plus modeste avec seulement 13 000 ha en 19 

2018. La majeure partie de cette surface se situe en Camargue dans le sud-est du pays. Le delta 20 

camarguais se positionne entre les deux bras du Rhône et le littoral. La zone comprend 40% de surfaces 21 

cultivables ; dunes, marais salants et étangs occupant le reste de la surface (J.M Barbier et Mouret 1992). 22 

La culture de riz, bien qu’emblématique de la région, n’est plus majoritaire depuis plusieurs années avec 23 

un déclin de 5000 ha entre 2008 et 2018, principalement dû aux contraintes économiques. Toutefois le 24 

riz reste une culture indispensable à la zone avec l’inondation des parcelles irriguées qui favorise le 25 

dessalage des sols et permet l’implantation d’autres cultures. Enfin la Camargue est également un Parc 26 

Naturel où la culture du riz a su trouver sa place dans les enjeux agroécologiques que ce type de structure 27 

implique (Beau 1975; J.M Barbier et Mouret 1992; Matheve et al 2002).  28 
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Figure 3 Diversité et plasticité de la sensibilité du riz face à la pyriculariose. 
(A) La sensibilité des feuilles dépend de l'âge : feuille de 3 semaines (à gauche) et feuille de 2 semaines (à droite) de Nipponbare 
infectées par l'isolat FR13.  

(B) La fertilisation augmente considérablement la sensibilité de Maratelli à la souche IT20 : sans engrais (à gauche), avec 
engrais (à droite).  

(C) Diversité morphologique des symptômes de sensibilité selon l'interaction cultivar/souche. De gauche à droite : Nipponbare/ 
FR13, IR64/PH14 Nipponbare/CL26, IR64/CL26.  

Toutes les photos ont été prises 5 jours après l'inoculation. 

D’après Hirsch et al. 2008 
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Le pathosystème Riz/Magnaporthe 1 

I.B.1.Contexte  2 

 Le riz, comme la plupart des plantes cultivées, est constamment exposé à divers stress biotiques 3 

provoqués par des organismes pathogènes (champignons, bactérie, virus, nématodes, insectes…) ou 4 

ravageurs qui le parasitent, perturbant sa croissance et sa reproduction. La relation entre les plantes et 5 

les agents pathogènes résulte de millions d’années de coévolution où chacune des deux parties a 6 

développé des mécanismes pour assurer sa survie. L’objectif de l’agent pathogène est de détourner les 7 

ressources de la plante afin d’assurer son cycle, soit en parasitant les cellules de la plante au moins 8 

jusqu’à la fin de l’infection (biotrophes et hémibiotrophes), soit en détruisant directement la cellule 9 

(nécrotrophes). 10 

 Une des principales maladies du riz est la pyriculariose, causée par un ascomycète, Pyricularia 11 

oryzae (syn. Magnaporthe oryzae), qui peut provoquer des pertes de rendements allant jusqu’à 50% 12 

(Khush et Jena 2009 in X. Wang et Valent 2009). Cet agent pathogène est présent dans toutes les zones 13 

de production du riz, avec une intensification de son développement dans les cultures irriguées à de forts 14 

niveau d’intrants azotés. L’impact de la maladie est relativement moindre dans les zones tempérées et/ou 15 

en altitude (Khush et Jena 2009). La pyriculariose peut se manifester sur l’ensemble des organes aériens 16 

du riz tout au long de son cycle. Les symptômes sur feuilles se caractérisent par des lésions vert foncé 17 

en forme de losange (Figure 3 ,Hirsch et al. 2008,Bastiaans 1991). La maladie provoque une mauvaise 18 

circulation des éléments nutritifs et une chute de la photosynthèse, déclenchant in fine la mort des 19 

cellules (Fernandez et Orth 2018) et provoquant indirectement des chutes de rendements. M. oryzae peut 20 

également attaquer directement les inflorescences : D’une part la maladie peut toucher la tige au niveau 21 

du début de l’inflorescence et d’autre part elle peut toucher directement les grains (Titone et al. 2015, 22 

Zhu et al. 2005) 23 

I.B.2.Biologie de M. oryzae 24 

 M. oryzae est un champignon ascomycète considéré comme hémibiotrophe avec une phase 25 

biotrophe au début du cycle infectieux. La première étape de ce cycle est la fixation de la spore à la 26 

feuille. Après avoir germé le champignon va développer une structure spécialisée, l’appressorium, lui 27 

permettant de pénétrer les tissus de l’hôte par pression physique. Une fois les tissus perforés, dans un 28 

premier temps M. oryzae colonise le milieu intracellulaire sans laisser de trace visible. Pendant cette 29 

phase, le champignon déployoie un arsenal moléculaire afin d’atténuer les défenses de la plante et de 30 

détourner ses mécanismes physiologiques pour accumuler des nutriments dans la zone infectée 31 

(Fernandez et Orth 2018). Quatre à cinq jours après pénétration le champignon rentre dans sa phase 32 

nécrotique, détruisant les cellules colonisées et faisant apparaître les lésions. Enfin 6 à 15 jours après 33 

pénétration, les fructifications se forment en surface pour générer 2000 à 6000 spores/lésions/jours 34 

pendant près de 15 jours. Ces spores seront ensuite dispersées par l’eau de pluie ou le vent pour entamer 35 
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un nouveau cycle (Yan et Talbot 2016). M. oryzae se développe préférentiellement sous une forte 1 

humidité et sous des températures comprises entre 18 et 25°C. Plusieurs jours de pluie suivis de journées 2 

chaudes et ensoleillées réunissent ces conditions et représentent un risque maximal d’infection. 3 

I.B.3.Lutte contre la pyriculariose  4 

 De nombreuses méthodes de lutte ont dû être développées afin d’atténuer les pertes. On peut 5 

discerner la lutte chimique visant à attaquer directement le champignon après son implantation, et les 6 

méthodes de contrôle dites d’atténuation consistant à limiter les conditions favorables à son 7 

implantation, soit par prophylaxie soit en utilisant la résistance propre à la plante. 8 

a) Lutte directe  9 

 La méthode directe face à M. oryzae reste la lutte chimique. Il existe de nombreux fongicides 10 

(pyroquilone, iprobenfose, bénomyle, isoprothiolane, diclocymète, édifenphose, probenazole, 11 

carpropamide et autres). Plus minoritairement, il est possible d’utiliser des extraits végétaux (Aloea vera, 12 

ail, tabac, gingembre etc..) ayant des vertus fongicides (Miah et al. 2017) . Certains de ces produits 13 

fongicides peuvent également être appliqués sur les graines avant le semis. Pour ce qui est de la lutte en 14 

plein champ, les impacts environnementaux et sanitaires potentiels qu’induisent ces produits tendent à 15 

faire diminuer les volumes utilisés. De plus comme de nombreux autres agents phytopathogènes, M. 16 

oryzae est capable d’évoluer très rapidement, rendant inefficaces les produits utilisés depuis longtemps 17 

(Kimura et Fukuchi 2018). Ainsi de nombreux modèles épidémiologiques existent afin d’affiner les 18 

prises de décisions sur les produits, la dose et le moment d’application (Katsantonis et al. 2017). Les 19 

contraintes de la lutte chimique ont également permis l’essor de la lutte biologique via l’utilisation de 20 

micro-organismes ayant un effet antagoniste. Plusieurs micro-organismes antagonistes de M. oryzae ont 21 

montré un effet inhibiteur significatif sur le développement du champignon au champ (Yang et al. 2008), 22 

la souche LZ16 de Staphylococcus sp. (Yu et al. 2013) ou le cocktail Trichoderma 23 

harzianum/Pseudomonas fluorescens (Jambhulkar et al. 2018). 24 

b) Lutte par atténuation  25 

 Les méthodes de contrôle par atténuation ont un impact sur la plante hôte et/ou sur 26 

l’environnement et ainsi réduisent l’infection. Ainsi on peut compter dans le contrôle de M. oryzae 27 

diverses techniques visant tout d’abord à réduire les quantités d’inoculum primaire par la destruction 28 

des résidus de la culture précédente et par la sélection de lots de graines sains (Miah et al. 2017). Les 29 

pratiques culturales jouent également un rôle dans la protection du riz, comme par exemple le choix 30 

d’une date de semis adaptée, qui évite de synchroniser le cycle d’un cultivar sensible avec celui de 31 

l’agent pathogène. Il est ainsi recommandé dans les pays tropicaux de planter les variétés de riz sensibles 32 

en début de saison afin que la plante soit suffisamment développée lors de la phase critique du 33 

développement du champignon (Filippi et Prabhu 1997). Les choix concernant l’irrigation et la nutrition 34 

sont également importants. Ainsi des études ont montré que la pratique de l’agriculture de conservation 35 
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avait un impact positif sur la résilience d’un système rizicole face à la pyriculariose (Dusserre et al. 1 

2017; Sester M. et al. 2014). L’utilisation d’autres espèces/variétés en co-culture avec le riz permettent 2 

également de ralentir la propagation du champignon en cas d’épidémie (Raboin et al. 2012; Boudreau 3 

2013). 4 

c) Lutte basée sur la résistance du riz 5 

 La dernière méthode de contrôle consiste en l’utilisation de la résistance naturelle de la plante. 6 

Ainsi à ce jour une centaine de gènes/allèles et 500 « quantitative trait loci » (QTLs) de résistance ont 7 

été découverts chez le riz face à M. oryzae (W. Li et al. 2019). Par ailleurs, plusieurs composés tels que 8 

le probenazole (Iwata 2001), le benzothiadiazole (Shimono et al. 2007), l’isotianyl (Ogawa et al., s. d.) 9 

ou des dérivés de chitine (Kaku et al. 2006; Kishimoto et al. 2010) sont utilisés pour induire les défenses 10 

du riz, en amont d’une potentielle attaque de pyriculariose rendant les plantes plus résistantes. La 11 

connaissance des mécanismes génétiques et cellulaires dans les interactions entre le riz et M. oryzae a 12 

permis l’élaboration de ces produits ainsi que l’amélioration de la résistance intrinsèque des nouvelles 13 

variétés de riz.  14 

Enjeux Economiques et Agro-Environnementaux  15 

 Le riz constitue la base de l’alimentation de nombreux pays du Sud, si bien qu’il est la céréale 16 

non transformée la plus consommée au monde avec 81 kg/personne/an en 2017 (FAO, 2020). La 17 

croissance démographique des pays producteurs de riz implique le besoin d’assumer leur sécurité 18 

alimentaire mais aussi d’assurer une production répondant à la demande croissante des exportations 19 

(FAO, 2020). En effet l’Afrique est le continent qui subit la dynamique démographique la plus 20 

importante. Le riz est devenu une des denrées de base de l’alimentation des populations de ce continent. 21 

Ses besoins dépassent ses capacités de production, ce qui explique l’augmentation des importations 22 

depuis 1970 (Figure 4). Au contraire la Chine, premier pays producteur, auto-suffisant et fournissant 23 

28% des exportations mondiales, pourrait continuer à s’auto-alimenter et à fournir du riz au monde 24 

jusqu’en 2030 grâce à l’augmentation des rendements (N. Deng et al. 2019). La qualité nutritive est 25 

également un enjeu de taille. Le riz est une céréale assez pauvre en protéines et vitamines ce qui, ajouté 26 

à sa part prépondérante dans l’alimentation de certains pays, induit de nombreux problèmes de mal 27 

nutrition (Ferrero et Vidotto 2007).   28 
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  1 

Figure 4 : Evolution de la consommation, de la production et des importations 
de riz du continent Africain de 1970 à 2013 
En bleu : Consommations annuelle ; En rouge : productions annuelle ; En jaune : importations annuelle 

Toutes les valeurs illustrées représentent le cumul annuel à l’échelle du continent.  

FAO 2020 
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 La riziculture camarguaise, à son échelle, fait également face à ses propres enjeux. Elle s’est 1 

implantée dans ce territoire après la seconde guerre mondiale, permettant alors d’atténuer la pénurie de 2 

l’époque en denrées alimentaires. La culture du riz s’est alors développée, accompagnée de grands 3 

travaux pour la faire cohabiter avec les activités déjà présentes sur le territoire, la vigne et les marais 4 

salants. Cet âge d’or de la riziculture camarguaise a pris fin au début des années 60 avec la mise en 5 

application des accords du marché agricole commun dans le cadre la riziculture. Les surfaces et la 6 

production ont été divisées par huit, pour atteindre 4 000 ha et 18 000 t produites en 1980. Ce déclin 7 

provoquera la dégradation des aménagements de drainage et d’apports en eau douce (principalement 8 

financés par l’activité rizicole) impliquant une aggravation des pertes de production mais aussi une 9 

salinisation préoccupante des cours d’eau, marais et étangs. C’est au début des années 1980 qu’a eu lieu 10 

la relance du riz de Camargue avec le soutien logistique et financier du récent Parc Naturel Régional et 11 

l’appui du syndicat des riziculteurs qui a défendu la filière au niveau des instances européennes. C’est 12 

dans ce contexte que s’est développée une recherche française sur le riz avec la création du Centre 13 

Français du Riz avec le soutien de l’INRA et du CIRAD (J.M Barbier et Mouret 1992) 14 

 Depuis les années 2010, le riz Camarguais, malgré une production fluctuante (de 140 000 à 73 15 

000 t entre 2010 et 2018), tente de se faire une place sur le marché français qui a atteint 500 000 tonnes 16 

vendues sur l’année 2017/2018 (France AgriMer 2019), ceci dans un contexte de diminution de prix du 17 

riz causée par la forte augmentation de la production asiatique des 50 dernières années. Enfin les 18 

performances économiques des exploitations enregistrées en 2012 variaient de -181€ à 1414 € avec une 19 

médiane à 614 €. Cette forte variabilité illustre l’aspect incertain de la production de certains 20 

agriculteurs. Ces derniers subissent d’une part des coûts de production plus élevés que ceux des 21 

concurrents espagnols et italiens, et d’autres part des contraintes environnementales et des aléas 22 

climatiques qui pénalisent des rendements face la concurrence européenne. A ce jour, les riziculteurs 23 

camarguais restent dépendants des aides publiques qui sont également fluctuantes sur leur montant et 24 

sur leurs critères d’attribution (Mouret et Leclerc 2017). 25 

 La culture du riz doit également s’adapter aux nombreux problèmes environnementaux qu’elle 26 

génère au niveau mondial. En effet, la riziculture et l’industrie qui en découle, sont connues pour être 27 

des sources non négligeables d’émissions de gaz à effet de serre et de consommation d’eau et d’intrants 28 

(Arunrat et Pumijumnong 2017). Le gaz à effet de serre le plus prépondérant dans le cas du riz est le 29 

méthane. Sa production est le fait de la dégradation anaérobique de la matière organique par certaines 30 

bactéries qui sont favorisées dans les parcelles immergées. Ce phénomène est si important que la 31 

riziculture représente plus de 35% des émissions agricoles de méthane (de Miranda et al. 2015). 32 

L’utilisation des intrants azotés en riziculture représentent 16% des applications mondiales (Ladha et al. 33 

2016). Or en condition inondée, l’absorption d’azote par le riz est peu efficace, avec 30-35% des apport 34 

prélevés (L. Zhao et al. 2010). Le reste est soit lessivé sous forme de nitrate ou d’ammonium, soit 35 
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volatilisé sous forme de N2 ou d’oxyde de nitrate (Ghosh et Bhat 1998). Ces pertes d’azote entraînent à 1 

la fois un gaspillage énergétique lors de la fabrication des engrais, des émissions de gaz à effet de serre 2 

(N2O), et une pollution des eaux impliquant d’importants phénomènes d’eutrophisation (Vinod et Heuer 3 

2012; Zhou et Hosomi 2008). 4 

  La riziculture dans le delta camarguais produit des impacts similaires, en particulier 5 

pour la qualité des cours d’eau. Après les années 2000, les doses d’azote étaient de l’ordre de 150 unités 6 

(1U = 1 kg.ha-1) et habituellement appliquées sous forme de fumure. Celles-ci étaient divisées en 7 

fertilisation de fond (2/3 avant semis, légèrement enfouis avant inondation) et fertilisation de couverture 8 

(1/3 en phase végétative après inondation). Toutefois les conséquences environnementales dues à la 9 

fertilisation azotée ont induit un changement de pratiques, avec des apports plus fractionnés tout au long 10 

du cycle de la plante, ce qui a permis une diminution des apports totaux. Le fractionnement est valable 11 

aussi bien avec des engrais minéraux (l’urée étant le plus préconisé) qu’avec des engrais organiques 12 

adaptés à l’agriculture biologique. Enfin le développement des pratiques de fertilisations organiques 13 

(enfouissement des pailles, engrais vert, inondation hivernale des parcelles…) soulève de nouvelles 14 

questions sur les émissions de gaz à effet de serres dues à ces pratiques (Mouret et Leclerc 2017, 168‑73).15 

II. Utilisation de l’azote par le riz 16 

 L’azote est un élément crucial pour le développement des plantes. Il s’agit d’un des constituants 17 

essentiels des molécules fondamentales du vivant (acides nucléiques, peptides et protéines). La 18 

disponibilité en azote du sol est un facteur clé pour le développement, la croissance et la performance 19 

des cultures (Xu et al. 2012). Seules les formes minérales de l’azote comme l’ammonium et le nitrate 20 

peuvent être prélevées par les racines de la majeure partie des plantes cultivées, avec une préférence 21 

pour le nitrate  (Li et al 2017). Ces éléments peuvent être déjà présents dans le sol grâce à la dégradation 22 

de la matière organique, naturellement présente ou amenée sous forme de fumier, de lisier ou autres. 23 

Cependant une quantité supplémentaire est souvent apportée directement en tant qu’engrais minéral. 24 

L’intensification de la fertilisation azotée minérale au cours de la deuxième moitié du XXème siècle a 25 

permis une forte augmentation des rendements de l’ensemble des espèces cultivées, notamment les 26 

céréales (Han et al. 2015). Toutefois les problématiques environnementales décrites précédemment, 27 

ajoutées au fait que les engrais azotés deviennent de plus en plus chers (Robertson et Vitousek 2009) 28 

impliquent de trouver des alternatives à ces méthodes de production. L’amélioration de l’Efficacité 29 

d’Utilisation de l’Azote, ou NUE (Nitrogen Use Efficiency) pourrait être un des leviers permettant de 30 

réduire les intrants azotés tout en maintenant les rendements.  31 
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La NUE (Nitrogen Use Efficiency) 1 

II.A.1.Définitions 2 

 La NUE se définit par la capacité de la plante à produire de la biomasse par quantité d’azote 3 

disponible. La biomasse considérée peut être soit la biomasse aérienne totale soit la production de grains. 4 

La biomasse racinaire n’est pas considérée dans les calculs de la NUE. La NUE se calcule le plus souvent 5 

par le rapport entre la biomasse produite et la quantité d’azote disponible (reliquat du sol + fertilisation ; 6 

Eq 1), Cependant, des travaux récents ont considéré seulement l’azote apporté dans le calcul (Xu, Fan, 7 

et Miller 2012; Han et al. 2015) : : cela reste une approximation si le calcul de la NUE ne tient pas 8 

compte de l’azote endogène. La valeur de la NUE est très liée aux interactions entre la plante et son 9 

environnement. Ainsi la NUE dépend à la fois des pratiques culturales et de la valeur génétique de la 10 

plante cultivée. L’étude des deux aspects, agronomique et génétique, a été traitée maintes fois au cours 11 

des 35 dernière années sur de nombreux systèmes de cultures (Lammerts van Bueren et Struik 2017). 12 

Pour la suite de cette introduction sur la NUE nous nous concentrerons sur l’utilisation de l’azote chez 13 

les céréales.  14 

II.A.2.Composantes  15 

 La NUE est le résultat d’une somme de processus variables selon des interactions complexes 16 

entre des facteurs génétiques et environnementaux. De ce fait, pour évaluer ce trait complexe il est 17 

nécessaire de le décomposer. Ainsi le terme NUE a été redéfini plusieurs fois selon le contexte 18 

(Dobermann 2005; Xu, Fan, et Miller 2012; Han et al. 2015; Hawkesford et Griffiths 2019). A titre 19 

d’exemple on peut citer « l’ Agronomic NUE » (ANUE, Eq 2) qui représente la capacité de la plante à 20 

fabriquer X unité de biomasse supplémentaire par unité d’azote supplémentaire. De manière similaire, 21 

dans une approche plus physiologique, on trouve la « Physiological NUE » (Eq 4, PNUE) qui se calcule 22 

comme l’ANUE dans laquelle on rapporte l’augmentation de production à l’augmentation d’azote 23 

prélevé par la plante. Cette mesure est donc uniquement dépendante de la capacité de prélèvement. Enfin 24 

il est important de noter que la NUE peut se décomposer en deux entités. La première composante 25 

représente l’Efficacité de prélèvement, (Eq 3,NUpE pour Nitrogen Uptake Efficiency), qui 26 

représente la capacité de la plante à prélever l’azote disponible. La deuxième composante est l’Efficacité 27 

de conversion de l’azote en biomasse, (Eq 5,NUtE, pour Nitrogen UTILIZATION Efficiency). Le 28 

produit des deux composantes donne alors la NUE. Il est intéressant de noter que la NUpE et la NUtE 29 

peuvent également être décomposées: De manière temporelle, la NUpE peut être évaluée selon la date 30 

de floraison, on parlera alors de NUpE pre ou post-floral (Kichey et al. 2007; Gaju et al. 2011), et de 31 

manière spatiale, la NUtE fait la distinction entre la production de biomasse totale, de grains, ou 32 

d’organes végétatifs.   33 
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𝐍𝐔𝐄 =
𝐆𝐘 

𝐍𝐬𝐨𝐥 
 𝐀𝐍𝐔𝐄 =

𝐆𝐘𝐍 − 𝐆𝐘𝐍𝟎

𝐍𝐬𝐨𝐥 − 𝐍𝟎𝐬𝐨𝐥 
 

𝐏𝐍𝐔𝐄 =
𝐆𝐘𝐍 − 𝐆𝐘𝐍𝟎

𝐍𝐩𝐥𝐚𝐧𝐭𝐞 − 𝐍𝟎𝐩𝐥𝐚𝐧𝐭𝐞 
 

𝐍𝐔𝐩𝐄 =
𝐍𝐩𝐥𝐚𝐧𝐭𝐞

𝐍𝐬𝐨𝐥 
 𝐍𝐔𝐭𝐄 =

𝐆𝐘 

𝐍𝐩𝐥𝐚𝐧𝐭𝐞 
 

𝐍𝐑𝐄 =
𝐍𝐟𝐥𝐨 − 𝐍𝐠𝐫 

𝐍𝐟𝐥𝐨 
 

Eq 1 Eq 2 

Eq 4 

Eq 3 Eq 5 

Eq 6 

Avec :  

 NUE : Nitrogen Use Efficiency 

 GY: Grain Yield (Rendement) 

 Nsol : Quantité d’azote dans le sol 

 ANUE : Agronomique NUE 

 GYN/GYN0 : rendement dans la condition 
fort/faible intrant 

 N0sol : quantité d’azote dans le sol de la 
condition faible intrant 

 PNUE : Nitrogen physiological Use Efficiency 

 

 N/N0plante : quantité d’azote contenue dans les 
organes aériens de la plante en condition fort/faible 
intrant  

 NUtE : Nitrogen Utilization Efficiency  

 NUpE : Nitrogen Uptake Efficiency 

 NRE : Nitrogen Remobilization Efficiency 

 Nflo : quantité d’azote contenue dans les organes 
aériens de la plante à floraison  

 Ngr: quantité d’azote contenue dans les grains à 
maturité. 
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La dernière composante relative à l’utilisation de l’azote est l’Efficacité de Remobilisation (NRE, Eq 1 

6). La NRE définit la part d’azote prélevée avant floraison qui est pendant le remplissage. Par 2 

conséquent elle participe à la concentration en protéines finale et à la sénescence des feuilles (Oorbessy 3 

Gaju et al. 2014; Barraclough, Lopez-Bellido, et Hawkesford 2014; Hawkesford et Griffiths 2019). 4 

Ainsi, l’amélioration de la NUE être la conséquence de l’amélioration spécifique d’une des composantes 5 

décrites ci-dessus. Dans la prochaine section, nous nous focaliserons sur les mécanismes des flux d’azote 6 

dans le cas du riz.  7 

Les flux d’azote chez le riz  8 

II.B.1.Le prélèvement racinaire (Figure 5) 9 

Le riz est capable d’assimiler les deux formes d’azote depuis le sol : le nitrate NO3
- et 10 

l’ammonium NH4
+, la part de chaque forme dépendra principalement du mode de culture (inondée pour 11 

l’ammonium, pluviale pour le nitrate). L’ammonium est prélevé via les Ammonium transporteur 12 

(AMT1) des membranes plasmiques des cellules racinaires (Sonoda et al. 2003). Une fois dans le cytosol 13 

il est complètement assimilé sous forme de Glutamine (Gln) par la Glutamine synthétase du cytosol 14 

(GS1;2) (Funayama et al. 2013; Hirel et Gadal 1980). 15 

Les nitrates sont prélevés par les Nitrates transporteurs (NRT). Il en existe deux types selon leur 16 

affinité. Leur activité dépend de la quantité de nitrates disponibles : NRT1 (faible affinité) pour les hauts 17 

niveaux de nitrates et NRT2 (forte affinité) pour les bas niveaux. Chez le riz plus de 80 gènes de type 18 

NRT1 et 4 NRT2 ont été identifiés mais seuls quelques NRT1 ont été caractérisés ( Li, Hu, et Chu 2017). 19 

Une partie des nitrates prélevés est alors réduite en nitrites (NO2
-) par la NADH-dependant nitrate 20 

réductase (NADH-NR) et ces nitrites sont alors dirigés vers les plastes de la cellule. Ils sont ensuite à 21 

nouveau réduits en ammonium par la Fd-dependent Nitrite Réductase (Fd-NiR) et enfin cet ammonium 22 

pourra servir à la synthèse de glutamine par la GS2. L’autre partie des nitrates prélevés est directement 23 

transférée aux organes aériens via le xylème. (Yoneyama et al. 2016). 24 

 Si la glutamine nouvellement formée peut aussi être transférée directement via le xylème, une 25 

partie peut être transformée en glutamate (Glu) dans les racines. Deux enzymes présentes chez les plastes 26 

permettent cette transformation : la NADH dependent glutamate synthétase (NADH-GOGAT) et la Fd-27 

dependent glutamate synthétase (Fd-GOGAT) (Suzuki, Vidal, et Gadal 1982; Yamaya et al. 1995). C’est 28 

à partir du glutamate qu’est synthétisée une grande partie des acides aminés (AAs) qui seront exportés 29 

vers les organes aériens (Lam et al., 1996). 30 

Enfin les racines (notamment les jeunes racines en croissance) peuvent aussi recevoir de la Gln 31 

et des AAs depuis les organes aériens ou de plus vieilles racines via le phloème. Ces éléments servent à 32 

la synthèse des protéines nécessaires à la croissance (Yoneyama et al. 2016). 33 



Introduction   II. Utilisation de l’azote par le riz 

20 

  1 

Figure 5 : Prélèvement et utilisation de l'azote chez le riz (d'après Yonemaya 2016) 
Cette figure illustre les réactions et les flux majeurs des molécules impliquées dans le prélèvement et l’assimilation de l’azote. Les 
flèches en pointillées décrivent une translocation d’un compartiment à un autre, les flèches pleines une réaction enzymatique. Le cadre 
rouge illustre le métabolisme racinaire, le cadre vert foncé le métabolisme des feuilles âgées et en vert clair celui des jeunes feuilles. 2-
OG : 2-oxaloglutarate; AA : acides aminés; AMT : Amonium Transporter Arg : Arginine; Asn : Asparagine; Fd-GOGAT : Glutamate 
Synthetase Feredoxine dependante; Fd-Nir : Nitrite Réductase Feredoxine dépendante ; Gln : Glutamine; Glu: Glutamate; GS : 
Glutamine Synthétase; Gly : Glycine; Hys : Hystidine; Lys : Lysine; NADH-GOGAT : Glutamate Synthetase NADH dépendante; NH4+ : 
Ammonium ; NR : Nitrate Réductase; NRT : Nitrate Transporter ; NO3- : Nitrate ; Ser : Serine 
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II.B.2.Métabolisme dans les organes aériens 1 

Les feuilles reçoivent donc les éléments simples des racines (NO3
-, Gln et AA) via le xylème. 2 

Une fois dans les cellules, ces éléments subissent des processus similaires à ceux décrits dans le 3 

paragraphe précédent. Le NO3
- est donc aussi réduit en NH4

+ puis assimilé en glutamine mais le 4 

processus est accéléré à la lumière, la réduction en nitrite, puis en Glu, étant facilitée par un apport 5 

conséquent d’électrons issus du Photosystème I (Yoneyama et al. 2016). 6 

On peut distinguer deux types d’organes aériens : les organes puits (jeunes feuilles, entre-nœuds en 7 

croissance, épillets, grains en maturation) qui importent bien plus d’éléments qu’ils n’en produisent; et 8 

les organes sources (feuilles matures, entre-nœuds matures, feuilles sénescentes) qui exportent plus 9 

d’éléments qu’ils n’en reçoivent. On retrouve dans les feuilles matures le phénomène de recyclage des 10 

protéines (Figure 5), c’est-à-dire la dégradation des protéines en AAs pour permettre le transfert de ces 11 

derniers vers les organes puits via le phloème (Yoneyama et Takeba 1984). La glutamine est l’AA 12 

majoritaire de ces transferts. Elle représente une part conséquente des AAs du phloème, de la feuille 13 

drapeau, ultime tissu source, et du dernier entre-nœud (Hayashi et Chino 1985). Cela est peut-être dû à 14 

la forte activité de la GS1, liée à la présence des substrats associés : NH4
+, ATP et glutamate (Hayakawa 15 

et al. 1993; Tanaka et al. 2009). De plus la NADH-GOGAT2 a une activité importante dans les organes 16 

puits : cette activité serait due à l’apport conséquent de glutamine issue du phloème (Yoneyama et al. 17 

2016). 18 

In fine les AAs sont transportés vers les panicules par des transporteurs dédiés. Près de la moitié des 19 

AAs importés dans les grains sert ainsi à la synthèse de protéines de stockage (gluteline, prolamine) 20 

(Shewry et Halford 2002).  21 

II.B.3.Mécanismes de régulation des flux d’azote 22 

 Selon Yoneyama et al., 2016, la composition du phloème en AAs provoquerait un signal 23 

biochimique qui contrôlerait le prélèvement racinaire d’azote (N). La composition du phloème serait 24 

complètement contrôlée pour répondre à la demande en N des organes puits, en pilotant la remobilisation 25 

et le prélèvement. Une étude de Yoneyama and Sano, (1978) a suivi l’accumulation de N dans le riz au 26 

stade 5 feuilles sur la variété Koshihikari par la méthode de marquage isotopique (N15). Ils proposent le 27 

modèle suivant : la moitié de l’azote total requis pour la croissance des nouveaux organes viendrait de 28 

la remobilisation des réserves, l’autre moitié du prélèvement par les racines. Quand le seuil de 90% du 29 

maximum d’azote cumulable d’une feuille est atteint, l’influx d’azote devient plus faible, et la feuille, 30 

maintenant mature, commence aussi à remobiliser l’azote qu’elle contient vers les nouveaux organes. 31 

Les flux venant des racines diminueront avec l’âge de la feuille, sauf si une fertilisation complémentaire 32 

est apportée, et ce jusqu’à la senescence, où les flux sortants vers les nouveaux organes puits deviennent 33 

largement majoritaires. Ces auteurs ont également montré que certains AAs (comme le glutamate, la 34 

glutamine, l’aspartate, et l’alanine) sont composés d’azote davantage issu d’un prélèvement récent tandis 35 
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que d’autres AAs (comme l’arginine, la lysine, la proline, et l’asparagine) sont composés d’azote 1 

remobilisé depuis les organes puits. Toutefois à ce jour la validité de ce modèle au sein d’un plus grand 2 

panel de riz reste inconnue. 3 

Voies d’amélioration de la NUE et diversité  4 

 Le choix du cultivar est fondamental dans les pratiques culturales. Dans le cas de la NUE, la 5 

connaissance des capacités d’utilisation de l’azote d’une variété permet de réduire les apports et 6 

d’optimiser la répartition de ces apports selon ses capacités. Différentes stratégies sont documentées 7 

pour améliorer la NUE : se focaliser sur des gènes clés du métabolisme, cartographier des QTL, 8 

améliorer des caractères secondaires… La plupart de ces stratégies s’articulent autour de deux 9 

composantes clés que sont la NUpE et la NUtE. L’amélioration de ces caractères passe entre autre par 10 

une connaissance de leur variabilité génétique dans les populations de la culture d’intérêt. 11 

II.C.1.Diversité de l’utilisation de l’azote, méthode de cartographie et importance du 12 

phénotypage 13 

 Identifier l’origine génétique d’un caractère quantitatif tel que la NUE se fait en caractérisant la 14 

diversité phénotypique d’une population et en l’associant aux polymorphismes des marqueurs 15 

moléculaires. L’objectif est alors de localiser le(s) QTL(s) ou gène(s) contrôlant le caractère et de leur 16 

attribuer une valeur génétique. Ces loci sont identifiés par des marqueurs avec lesquels il est alors 17 

possible de contrôler leur introgression dans le fond génétique d’une variété élite (sélection assistée par 18 

marqueurs) ou bien d’identifier ces loci dans de nouveaux fonds génétiques exploitables en sélection 19 

(Bonnett, Rebetzke, et Spielmeyer 2005). Plusieurs études font référence à des analyses de diversité de 20 

l’utilisation de l’azote chez de nombreuse espèces notamment Arabidospsis (H. Li, Hu, et Chu 2017) , 21 

le blé (Le Gouis et al. 2000; Dawson et al. 2011; Hawkesford 2017), des espèces potagères (Ospina et 22 

al. 2014; Lammerts van Bueren et Struik 2017) et le riz (D. Wei et al. 2011; Hu et al. 2015; Zhihua 23 

Zhang, Gao, et Chu 2020). Ces études montrent qu’il existe une diversité non négligeable dans 24 

l’utilisation de l’azote, et ce quelle que soit l’espèce.  25 

 On peut étudier deux grands types de populations : les populations dont on connait 26 

l’apparentement c’est-à-dire des populations que l’on a créées et dont on connait la généalogie, et celles 27 

pour lesquelles on ne le connait pas (mais qui peut être estimé génétiquement). Dans le deuxième cas 28 

on parlera de génétique d’association. Ce type d’étude est basée sur des panels de génotypes qui 29 

peuvent être bien adaptés à l'environnement cible du sélectionneur, fournissant des allèles multiples et 30 

une très haute résolution génétique basée sur des événements historiques de recombinaisons. Ce type 31 

d’étude a été appliqué à la NUE dans de nombreux cas, par exemple chez le blé (Cormier et al. 2014; 32 

Monostori et al. 2017) ou le riz (J. Yu et al. 2020). Cette méthode comporte aussi l’avantage de ne pas 33 

avoir à construire la population à étudier. Toutefois elle ne permet la détection que des allèles 34 
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relativement fréquents (>10%)(Hawkesford et Griffiths 2019). A côté de la génétique d’association, on 1 

trouve donc les populations dont on connait l’apparentement, comme par exemple les populations bi-2 

parentales dont l’ensemble des individus est issu de la recombinaison deux génotypes initiaux, choisis 3 

pour leur fort contraste pour le caractère d’intérêt. De nombreux QTL relatifs à la NUE ont été 4 

découverts grâce à ces populations chez le riz (D. Wei et al. 2011).  5 

 Ainsi la connaissance de la variabilité génétique est nécessaire à la sélection. Toutefois comme 6 

dit précédemment, la NUE est la somme de nombreux phénomènes et son contrôle s’avère donc 7 

polygénique. De plus, les chercheurs/sélectionneurs se heurtent à la forte variabilité générée par 8 

l’environnement dans la plupart des caractères liés à la NUE (Cho et al. 2007). Une forte interaction 9 

entre le génotype et l’environnement (G×E) sur l'expression des caractéristiques cibles signifie que la 10 

génétique mise en évidence n’est valable que dans un environnement donné (Han et al. 2015). Ces deux 11 

éléments font que la NUE, à l’image du rendement, est un caractère avec une héritabilité basse 12 

(Hawkesford et Griffiths 2019).  13 

II.C.1.Amélioration de la NUpE 14 

 Améliorer la NUpE permet d’augmenter la quantité d’azote prélevée par la plante par rapport à 15 

ce qui lui a été fourni. Ainsi les premiers caractères à améliorer pour augmenter la NUpE ont trait aux 16 

racines, leur architecture et à leur activité. L’architecture racinaire se révèle être un caractère très 17 

variable car extrêmement adaptatif aux contraintes environnementales (Li, Zeng, et Liao 2016). Ainsi 18 

la plasticité de l’architecture de plusieurs cultivars de riz face à des apport de NH4
+  a été démontrée 19 

comme déterminante dans le prélèvement de l’azote ainsi que dans l’établissement du rendement 20 

(Ogawa et al. 2014). Comme décrit précédemment la détection de QTLs dépend du phénotype, qui lui-21 

même est impacté par l’environnement. Ainsi (P.-S. Kim et al. 2015) ont montré que les QTLs impliqués 22 

dans l’architecture racinaire dans une condition élevée de NH4
+ ne sont pas les mêmes que dans la 23 

condition de carence en azote. De plus les QTLs découverts co-localisent avec des QTLs de réponse de 24 

la biomasse dans des conditions comparables (Cho et al. 2007; Zhao et al. 2014).  25 

 La morphologie des racines n’est pas suffisante en elle-même pour assurer un bon prélèvement 26 

et l’activité des protéines permettant le prélèvement ou l’assimilation de l’azote est également 27 

fondamentale (Xu, Fan, et Miller 2012). Ainsi il a été montré de nombreuses fois que des modifications 28 

des gènes NRT et AMT avaient un impact sur la NUE. Par exemple un polymorphisme de NRT1.B entre 29 

les riz japonica et indica permet d’expliquer que ces derniers soient plus efficients dans leur absorption 30 

des nitrates. L’introgression de l’allèle indica dans un cultivar japonica a d’ailleurs amélioré la NUE de 31 

ce dernier (Hu et al. 2015). Les AMT ont des activités plus fortes chez certains riz. La sélection en 32 

rizières inondées (milieu anaérobie, favorable à une haute concentration d’ammonium) a provoqué une 33 

réduction de la diversité du gène OsAMT1;1.   34 
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Tableau 1 : Listes de gènes utilisés pour améliorer la NUE par des approches 1 
transgéniques et impliqués dans le cycle GS-GOGAT 2 
Abréviations : CaMV 35S, promoteur du virus de la mosaïque du chou-fleur 35S ; DW, poids sec ; HN, forte concentration 3 
d'azote ; HS, solution hydroponique ; Ibc3, promoteur de la légumine du soja; LN, faible concentration d'azote ; MS, milieu 4 
de Murashige et Skoog ;OsNADH-GOGAT, promoteur de la glutamate synthase dépendant du NADH; TAA, total des acides 5 
aminés ; T-DNA, ADN de transfert ; TN, teneur totale en azote ; Ubiquitin, promoteur de l'ubiquitine du maïs ;  6 
↑, augmentation ; ↓, diminution;→, pas de changement. 7 
Source : Xu et al. 2012 8 
  9 

Gène Source 
(numéro 
d’accession) 

Familles de 
gènes 

Promoteurs 
utilisés 

Plantes 
hôtes 

Caractéristiques de NUE 
Condition 
de culture 

Rendement/Biomasse 
Azote prélevé/métabolisme 

PsGS1 
(EC 6.3.1.2) 

Glutamine 
synthétase 

CaMV 35S Tabac MS Meilleure croissance, TAA de la 
feuille↓ 

PsGS1 
(EC 6.3.1.2) 

Glutamine  
synthétase 

CaMV 35S Peuplier HS Biomasses des feuilles ↑ (112% 
under LN and 26% 
under HN) 

PvGS1 Glutamine  
synthétase 

Rubisco 
small 
subunit 

Blé Compost de 

tourbe 

Biomasses racines et grains ↑, 
amélioration de l’accumulation 
de N surtout dans les grains 

MsGS1 
(EC 6.3.1.2) 

Glutamine  
synthétase 

CaMV 35S Tabac MS Biomasses aérienne↑ 70% et 
racines DW ↑ 100% sous LN 

GmGS1 Glutamine 
synthétase 

CaMV 35S Lotus MS Biomasses → 

OsGS1;1 
(AB037595) 

Glutamine  
synthétase 

CaMV 35S Riz Champ rendement ↓ 25%–33% 
HS TN ↑ sous LN et HN 

OsGS1;2 
(AB180688) 

Glutamine  
synthétase 

CaMV 35S Riz Champ Rendement ↓ 7%–25% 
HS TN ↑ sous LN et HN 

OsGS1;2 
(AB180688) 

Glutamine  
synthétase 

Ubiquitin Riz Sol (chambre 
de culture) 

Rendement épillet ↑ 29%–35% 
sous HN 
NUE ↑ 30%–33% sous HN 

Sol → 
→ 

OsGS2 
(X14246) 

Glutamine 
 synthétase 

CaMV 35S Riz MS Protéines solubles et NH
4
+ libre 

→ 
ZmGS1 Glutamine  

synthétase 
Ubiquitin Maïs Sol Biomasses  ariennes→, 

rendement ↑ 45% sous LN 
MsNADH- 
GOGAT 

glutamate synthase  
NADH-dépendante 

CaMV 35S Tabac HS Total C et TN dans les organes 
aérien ↑, biomasse sèche ↑ 

OsNADH- 
GOGAT 
(AB008845) 

glutamate synthase 
NADH- 
dépendante 

OsNADH- 
GOGAT 

Riz HS Remplissage des Grains↑ 

MsNADH- 
GOGAT 

glutamate synthase 
NADH- 
dépendante 

Ibc3 Alfalfa Pots 
(vermiculite, 
solution 
nutritive) 

Biomasse fraiche aérienne ↓ 
29%–41%, N content ↓ 37%–
38%, nodule TAA ↓ 50%–70% 
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Il est établi qu’une recherche de diversité au niveau de ce gène chez des riz sauvages serait également 1 

une nouvelle opportunité d’améliorer la NUpE (Ding et al. 2011). Les autres transporteurs peuvent aussi 2 

être impliqués. Par exemple, l’expression du gène Alanine aminotransferase (AlaAT) issu de l’orge 3 

augmente significativement la NUpE et le rendement du riz (Shrawat et al. 2008; Beatty et al. 2013; 4 

Selvaraj Michael Gomez et al. 2017).  5 

 Enfin l’activité de prélèvement est connue pour diminuer avec l’âge de la plante. Ainsi un des 6 

leviers pour améliorer la NUpE serait le maintien de cette activité tout au long du cycle et plus 7 

particulièrement pendant le remplissage des grains (Bogard et al. 2010b).  8 

II.C.1.Amélioration de la NUtE 9 

 Pour que le prélèvement soit efficace, il est nécessaire que l’assimilation de l’azote soit la plus 10 

active possible. L’assimilation est pilotée par le cycle GS/GOGAT. Les gènes impliqués dans ce cycle 11 

ont été identifiés de très nombreuses fois par des approches transgéniques comme impliqués dans la 12 

NUE (Tableau 1, Xu et al. 2012). Un certain nombre de QTL pour les caractères agronomiques liés à 13 

la NUE et au rendement ont été cartographiés pour des régions chromosomiques contenant le gène GS2 14 

chez le blé et le riz (Obara, Sato, et Yamaya 2000; Yamaya et al. 2002; Laperche et al. 2007; Fontaine 15 

et al. 2009; D. Wei et al. 2012), ce qui suggère que la région génomique entourant le gène GS2 pourrait 16 

être utile pour la sélection de variétés de riz et de blé ayant une performance agronomique et une NUE 17 

améliorées. La GOGAT est également contenue dans un méta-QTL de la NUE orthologue à plusieurs 18 

céréales cultivées dont le riz, le blé et le maïs, illustrant comment certains traits relatifs à la NUE ont été 19 

conservés au cours de l’évolution et de la domestication (Quraishi et al. 2011). 20 

 Des gènes impliqués dans d’autres métabolismes peuvent également être utilisés pour améliorer 21 

la NUtE. En effet améliorer la NUtE peut simplement se résumer à améliorer la productivité par unité 22 

d’azote apportée. De nombreux gènes influençant le poids des grains et la remobilisation de l'azote ont 23 

été identifiés dans plusieurs espèces de plantes (Figure 6). Par exemple, la surexpression d'un gène 24 

cytosolique codant pour GS1 (OsGln1- 3) constitutivement dans les feuilles a augmenté le rendement 25 

du grain de maïs de 30 %, sans pour autant augmenter la biomasse végétative (Martin et al. 2006) ce qui 26 

suggère que l'effet de OsGln1-3 est spécifique à la production de grains. Le gène NAC (Gpc-B1), 27 

impliqué dans la sénescence, pourrait être un autre bon candidat pour améliorer la remobilisation de 28 

l'azote des feuilles sources vers les grains, en diminuant la quantité d'azote perdue dans la matière 29 

végétale sèche résiduelle à la récolte (Uauy et al. 2006). L'Asparagine synthétase 1 pourrait aussi jouer 30 

un rôle dans l'amélioration de la remobilisation de l'azote (Masclaux-Daubresse et al. 2010). 31 

   32 
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Figure 6 :Régulation de la remobilisation de l'azote depuis les feuilles 
sénescentes (d’après Xu et al. 2012) 
Flux vert : Prélèvement depuis le sol via le xylème ; Flux orange : Remobilisation via le phloème. Les gènes régulateurs sont 
indiqués en rouge. 

AtAAP1, AtAAP8, AtCAT6, ASN1, et PsOMT jouent un rôle dans l'apport d'acides aminés vers les tissus puits et sont 
importants dans la synthèse des protéines de stockage et le rendement; VfPTR1 et AtPTR2 sont importants pendant le 
développement de l'embryon et le développement des grains ; GW2, GS3, DEP1, et GIF1 sont des QTL majeur pour la taille 
et le rendement; enfin APO1 est responsable du nombre de grains par panicule. Une réduction de la production de biomasse 
a été observée dans les parties aériennes des plantes 35Sp-HvProT ; la surexpression de l'AtPTR5 a entraîné une croissance 
accrue des organes aériens et une augmentation de la teneur en N ; et la manipulation de VfAAP1/AAP12, OsENOD93-1, 
AlaAT, et STP13 peut augmenter à la fois le pourcentage de N et la biomasse de la plante en améliorant son efficacité de 
prélèvement de N. La PPDK et l'aNAM/Gpc-B1 entre en jeu dans la remobilisation de l'azote pendant la sénescence des 
feuilles et régulent la croissance des graines et leur teneur en azote ; ORE9, MKK9-MPK6, VNI2-COR/RD et WRKY53 
régulent la sénescence des feuilles ; SGR, ATG, SGR1 et NYC1 régulent la dégradation de la chlorophylle et des protéines 
pendant la sénescence ; et la GS1 fonctionne dans l'assimilation de l'azote dans les feuilles en sénescence. 

HI indique Harvest Index 

Figure et références issues de Xu et al. 2012  
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L’amélioration de la NUtE peut également passer par l’amélioration de caractères morphologiques et 1 

physiologiques au même titre que l’architecture racinaire peut influer la NUpE. Ainsi il a été montré 2 

que les caractères tels que la surface foliaire de la feuille drapeau, le maintiens des feuilles vertes pendant 3 

le remplissage, ou le taux de remobilisation de N impactaient la NUtE chez le blé (Gaju et al. 2011).  4 

 Ainsi il est possible d’optimiser la fertilisation azotée en ciblant l’amélioration de la NUE et de 5 

ses composantes. Toutefois on peut se demander quelles peuvent être les conséquences d’une utilisation 6 

efficace d’azote. Comme vue plus haut, une utilisation efficace, implique une croissance végétative 7 

importante, qui à son tour entraine des modifications du le micro-climat (Li et al. 2012) et le statut 8 

physiologique de la plante. Or l’existence d’un compromis (ou « trade-off ») entre croissance et 9 

résistance des plantes a été démontrée (Huot et al. 2014; Campos et al. 2016; Karasov et al. 2017). 10 

Cependant, ce concept de compromis reste assez débattu (Kliebenstein 2016). L’existence de ce 11 

compromis modulerait la résistance lorsque les plantes favorisent ou réduisent la production de biomasse 12 

en réponse à l’environnement. Ainsi des conditions telles qu’un apport d’azote induisant une 13 

surproduction réduirait la résistance. A l’inverse, lors d’une attaque d’un agent pathogène, l’activation 14 

des défenses amenant la résistance induirait une réduction de croissance et de reproduction (Karasov et 15 

al. 2017). Un facteur de transcription (IPA1) identifié chez le riz contrôle ce compromis entre croissance 16 

et résistance (J. Wang et al. 2018; Greene et Dong 2018). L’étude de l’impact de telles modifications 17 

physiologiques sur le pathosystème riz/M. oryzae est au cœur de ce manuscrit. La partie suivante pose 18 

les bases bibliographiques des connaissances sur la défense des plantes nécessaires aux réflexions autour 19 

de cette problématique. 20 
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Figure 7 : Modèle général de l'immunité des plantes face à l'infection 
d’agents pathogènes.  
Les agents pathogènes sont d'abord freinés par des barrières physiques de la plante (cuticule, cire et paroi lignifiée) puis par 
des barrières chimiques produites de manière constitutive (phytoalexine et protéines antimicrobiennes). Dans le même temps, 
les PRR (Pattern recognition receptor) situés au niveau de la membrane reconnaissent les PAMP (Pathogen Associated 
Molecular Pattern) induisant la PTI, tandis que les NLR (Nod-Like Receptor) reconnaissent les effecteurs produits par 
l’agent pathogène et induisent l’ETI. Le PTI et l'ETI déclenchent des réactions de défense locales par le biais d'une série de 
signaux d’activation ou de régulation (ROS, RNS, MAPK et les hormones). Les systèmes antioxydants sont également 
stimulés pour maintenir l'équilibre redox intracellulaire. Dans certains cas la cascade d’activation peut aboutir à la mort 
cellulaire de la cellule. 

Modifié de Sun et al 2020 
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III. Mécanismes de défenses et types de résistance  1 

Généralités sur les mécanismes de défense (Figure 7) 2 

 La défense des plantes contre les agents pathogènes peut se diviser selon des mécanismes passifs 3 

souvent constitutifs et des mécanismes inductibles. Les mécanismes de défense inductibles déclenchent 4 

une réponse immunitaire suite à la reconnaissance de cibles moléculaires précises. On distingue alors 5 

une reconnaissance qui aurait plutôt lieu au niveau des membranes cellulaires d’une reconnaissance 6 

cytoplasmique. 7 

III.A.1.Les défenses constitutives  8 

 Ces défenses sont les premières rencontrées par l’agent pathogène lors de l’infection. Ce type 9 

de défense comprend les barrières physiques (épaisseur de cuticule et paroi des cellules) et chimiques 10 

(pH, substances antimicrobiennes). Les molécules antimicrobiennes produites de manière constitutive 11 

sont appelées phytoanticipines.  Dans le pathosystème Riz/M. oryzae, on peut citer l’étude de Vergne et 12 

al. (2010) qui décrit un fort niveau de défenses constitutives chez le sous-groupe des japonica tropicaux. 13 

III.A.2.La reconnaissance au niveau de la membrane 14 

 La « PAMP-Triggered Immunity » ou PTI définit la réaction immunitaire de la plante suite à la 15 

reconnaissance de motifs moléculaires généraux typiques d’un groupe d’organismes pathogènes : les 16 

Pathogen Molecular Patterns (PAMPs, Malinovsky, Fangel, et Willats 2014). Les PAMPs sont des 17 

molécules dont les motifs sont fortement conservés chez un organisme pathogène. On peut citer en 18 

exemple les lipopolysaccharides et la flagelline des bactéries (Bittel et Robatzek 2007) ou encore la 19 

chitine, un des principaux composants de la paroi cellulaire des champignons (Kishimoto et al. 2010).  20 

 Les PAMPs sont reconnus par des récepteurs transmembranaires de type “Pattern Recognition 21 

Receptors” (PRR) constitués d’un domaine extracellulaire variable, d’un domaine transmembranaire et 22 

d’un domaine intracellulaire kinase, ce qui les classe dans les Receptor Like Kinase (RLK). La PTI chez 23 

le riz est due entre autres à l’action simultanée de plusieurs protéines : OsCERK1 (chitin elicitor receptor 24 

kinase), CeBIP (chitin elicitor binding protein), LYP4 (LysM domain-containing protein) et LYP6 qui 25 

participent à la reconnaissance de la chitine (Meng et al. 2019). D’autres PAMPs du riz tel que MSP1 26 

et MoHrip1 ont été identifiés comme déclencheurs de PTI mais les PRR associés restent inconnus  27 

(Meng et al. 2019) .  28 



Introduction   III. Mécanismes de défenses et types 
de résistance 

30 

III.A.3.La reconnaissance au niveau du cytoplasme 1 

 Pour favoriser l’infection, les agents pathogènes produisent des effecteurs dont la fonction est 2 

d’abord l’inhibition des mécanismes de défense (Jie Zhang et al. 2007), mais aussi le détournement de 3 

la machinerie cellulaire (signalisation/mort cellulaire, Kay et al. 2007) et des réponses 4 

hormonales ,Brooks, Bender, et Kunkel 2005), ainsi que des altérations de la croissance et de la 5 

photosynthèse (Truman, Zabala, et Grant 2006). Les plantes ont mis en place un deuxième niveau de 6 

défenses inductibles par la reconnaissance des effecteurs libérés dans le cytoplasme, appelé « Effector-7 

Triggered Immunity » ou ETI. Ce système consiste en la reconnaissance des effecteurs par des protéines 8 

cytoplasmiques qui sont dans la grande majorité des cas des « Nucleotide-Binding Site Leucine Rich 9 

Repeat » ou NLR.  10 

 Les gènes de résistance, ou gènes R, correspondent très souvent à des gènes NLR.  Les effecteurs 11 

reconnus vont alors porter le nom de protéines d’avirulence (Avr).  L’absence d’un des deux gènes (R 12 

chez la plante, Avr chez l’agresseur) ne permet pas le déclenchement de la réaction de défense et autorise 13 

le développement de l’agresseur. A ce jour plus de 40 gènes Avr ont été identifiés chez M. oryzae 14 

(Mentlak, Talbot, et Kroj 2011) dont 12 clonés et caractérisés (B. Wang, Ebbole, et Wang 2017) et une 15 

centaine de gènes R chez le riz (W. Li et al. 2019) dont une trentaine clonés (B. Wang, Ebbole, et Wang 16 

2017). 17 

III.A.4.Régulation et induction des mécanismes de défense 18 

 Suite à la reconnaissance des PAMPS ou des effecteurs, l’information concernant l’agression 19 

est transmise pour déclencher les mécanismes de défenses de la plante. Les premières voies de 20 

signalisations incluent des transports de calcium activant les CDPKs (Calcium-Dependent Protein 21 

Kinases), la production des formes actives de l’oxygène (« reactive oxygen species » ou ROS), des 22 

formes actives de l’azote (« reactive nitrogen species » ou RNS), ainsi que des cascades de 23 

phosphorylation par des MAPK (« mitogen-activated protein kinase ») aboutissant à la transcription 24 

facteurs de transcription régulant eux-mêmes l’arsenal de défense (W. Liu et al. 2013). La famille des 25 

facteurs de transcription WRKY est une des plus importantes connues et est particulièrement diversifiée 26 

chez le riz  (Ross, Liu, et Shen 2007).  27 

   28 
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 Ces voies de signalisation vont donc pouvoir activer d’une part une mort cellulaire programmée, 1 

ou réponse Hypersensible (HR), l’une des réactions les plus efficace grâce à une exécution très rapide. 2 

D’autre part elles vont pouvoir activer des gènes de type PR (Pathogenesis Related) correspondant à des 3 

protéines ayant une activité anti microbienne (Mauch-Mani et al. 2017; Kaur et al. 2017; De Kesel et al. 4 

2020; P. Wang et al. 2020). Enfin on retrouve aussi la production de callose créant une barrière physique 5 

ou de phytoalexines qui sont des composés chimiques avec un fort pouvoir anti microbien. (Dodds et 6 

Rathjen 2010). Ces voies de signalisation et les réactions qu’elles engendrent peuvent être communes 7 

aux deux systèmes de reconnaissance (PTI et ETI). En effet les signatures d'expression génique induite 8 

par la PTI et ETI sont largement similaires, ce qui laisse supposer que les réponses sont semblables dans 9 

l'ensemble, mais avec une ampleur variable (Dodds et Rathjen 2010; Liu et al. 2013; Y. Wang et al. 10 

2014).  11 

 La seconde voie de transmission de l’information est la balance des phytohormones (Poland et 12 

al. 2009; C.-J. Jiang et al. 2010). Ce système permet à la plante hôte d’adapter sa réponse au type 13 

d’agresseurs, biotrophe ou nécrotrophe ( Poland et al. 2009; Jiang et al. 2010; Andolfo et Ercolano 14 

2015). Chez le riz l'acide salicylique (SA) joue un rôle dans la défense basale. De plus celui-ci agit aussi 15 

dans la signalisation suite à la reconnaissance par les gènes R. L’acide jasmonique (JA) joue un rôle 16 

important dans les défenses basales du riz contre les infections bactériennes et fongiques et pourrait être 17 

impliqué dans la résistance et modulé par le SA. L'éthylène (ET) peut agir comme un modulateur positif 18 

ou négatif de la résistance aux maladies, selon le type d'agent pathogène et les conditions 19 

environnementales. La signalisation des brassinostéroïdes (BR) et l'acide abscissique (ABA) modulent 20 

les défenses selon les stratégies d'infection/colonisation des agents pathogènes. L'auxine et la 21 

gibbérelline (GA) sont généralement considérées comme des régulateurs négatifs de l'immunité innée 22 

chez le riz (D.-L. Yang, Yang, et He 2013). 23 

 Les types de résistance 24 

On entendra ici la résistance au sens phénotypique du terme. Elle peut être qualifiée de partielle ou de 25 

complète selon la réaction symptomatique de la plante face à l’agent pathogène, et ceci sans a priori des 26 

mécanismes de défense sous-jacents.27 
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Figure 8 : Illustration théorique de la dualité des résistances qualitative et 
quantitative du point de vue de la biologie des populations et de la biologie 
moléculaire.  
A gauche résistance qualitative et à droite résistance quantitative.  

(A) Distribution du phénotype au sein des populations : à gauche le phénotype de résistance aux maladies suit une 
distribution binaire "sensible ou résistant" ; à droite il suit une distribution continue allant de complètement sensible à 
complètement résistant. 

(B) Point de vue moléculaire : la résistance qualitative résulte de la perception d'une relation gène pour gène entre 
l’effecteur (Avr) de l’agent pathogène et un gène de résistance de l’hôte (R). La résistance quantitative résulte de 
l'intégration de plusieurs voies de perception activées simultanément, chacune ayant une contribution relative au 
phénotype de résistance global.  

Modifiée d’après Roux et al 2014 
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III.B.1.La résistance complète  1 

 La résistance complète est un caractère qualitatif. Elle est décrite comme l’absence quasi-totale 2 

de maladie sur la plante hôte. Elle peut être observée lorsque l’agent pathogène est incapable de 3 

contourner les défenses constitutives ne provoquant aucun symptôme, mais aussi après une réaction de 4 

HR qui ne laisse que très peu de symptômes visibles. Ce dernier type de résistance est notamment issu 5 

d’une réaction dite incompatible entre la plante et l’agent pathogène. (Mundt 2014) et implique souvent 6 

les gènes R. Ce type de résistance montre une forte héritabilité avec une très faible variance. Celui-ci est 7 

majoritairement expliqué par la génétique et simple à phénotyper. Toutefois la pression de sélection que 8 

les gènes R appliquent sur les agents pathogènes et la forte capacité évolutive  de ces derniers provoque 9 

l’apparition fréquente de variants d’effecteurs non reconnus par la plante, permettant aux agents 10 

pathogènes de contourner la résistance mise en place(Fukuoka et Okuno 2019)  11 

III.B.2. La résistance partielle  12 

 La résistance partielle est un caractère quantitatif. Elle se caractérise par un phénotype suivant 13 

une distribution continue allant de sensible à résistant dans une population d’hôtes (Corwin et 14 

Kliebenstein 2017). Le contrôle de ce type de résistance est dû à l’action d’un réseau de QTL réagissant 15 

à plusieurs types de stimuli de l’agent pathogène (Roux et al. 2014,Figure 8). Poland et al. (2009) 16 

décrivent les mécanismes sous-jacents aux QTL selon plusieurs catégories : 17 

(1) Impact sur la morphologie et le développement de la plante. 18 

Il est raisonnable d’imaginer que l’architecture ou les phases de développement des plantes, et 19 

donc les gènes associés, ont un impact sur le développement des agents pathogènes. Ainsi il a 20 

été montré que la sensibilité de la pomme de terre était corrélée à sa date de floraison face au 21 

mildiou (Collins et al. 1999). D’autres exemples existent concernant la densité de stomates pour 22 

Arabidopsis (Melotto et al. 2006), ou la hauteur de la plante, la surface foliaire ou l’angle 23 

d’accroche de feuille dans le système riz/RYMV (Rice yellow mottle virus) (Albar et al. 1998). 24 

(2) Réponse de type ETI dont les gènes R seraient moins efficaces 25 

De nombreuses études ont mis en évidence que certains QTL de résistance étaient des gènes R 26 

dont l’efficacité serait réduite. Ainsi plusieurs auteurs prouvent que des variants alléliques de 27 

gènes R co-localisent avec des QTL de résistance chez le riz (Ballini et al. 2008), le maïs (Xiao 28 

et al. 2007) et la pomme de terre (Gebhardt et Valkonen 2001). On peut également citer chez le 29 

riz, le cas du QTL Pi35 utilisé depuis soixante ans comme une source de résistance durable à la 30 

pyriculariose (Nguyen et al. 2006) qui a été décrit comme un allèle alternatif du gène Pish 31 

codant pour un NLR connu pour déclencher une réaction de type HR face à l’isolat Kyu77-07A 32 

(Fukuoka et Okuno 2019; Fukuoka et al. 2014). Il s’avère que Pi35 ne déclenche pas de réaction 33 

HR, mais une résistance partielle à plusieurs isolats de M. oryzae.Sur le plan évolutif, lors du 34 
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contournement d’un gène R par un agent pathogène, il est assez fréquent d’observer une 1 

conservation d’un effet résiduel sur la résistance. Chez le riz on retrouve un exemple de ce genre 2 

avec le gène Xa4 impliqué dans la résistance complète face à la bactérie Xanthomonas oryzae. 3 

Une mutation de l’Avr chez la souche CR6 lui permet de contourner la résistance conférée par 4 

Xa4. Li et al. (1999) ont alors montré que ce gène agissait encore comme un QTL de résistance 5 

face à cette souche. 6 

(3) Mutation au niveau des récepteurs de PAMPS  7 

L’apparition de nouveaux allèles pour les gènes codant les PRRs provoque une reconnaissance 8 

plus ou moins efficace des PAMPs. L’impact de ces mutations a été mis en évidence chez 9 

Arabidopsis avec une mutation du gène FLS2 (Flagellin-Sensitive) qui provoque un effet sur la 10 

sévérité de la colonisation bactérienne (Zipfel et al. 2004). Ce phénomène existe également sur 11 

des allèles apparus spontanément dans une même gamme d’hôtes (FLS2 polymorphique chez 12 

plusieurs espèces de Brassica, Dunning et al. 2007). 13 

(4) Transduction des signaux de défense  14 

Des modifications au niveau des signaux de défense peuvent également faire varier la résistance. 15 

Ainsi différents allèles pour des gènes impliqués dans ces régulations peuvent générer différents 16 

niveaux de résistance, comme pour WRKY33 chez Arabidopsis (Zheng et al. 2006). Ces gènes 17 

sont qualifiés de gènes régulateurs des défenses (Defense-regulator genes, DR) et sont connus 18 

pour apporter une résistance partielle et à plus largue spectre que les gènes R. Ils codent 19 

principalement pour des facteurs de transcription, des kinases et des microARN. Chez le riz, 77 20 

gènes DR ont été identités, régulant positivement ou négativement la résistance (W. Li et al. 21 

2019). On peut citer comme exemple WRKY45, codant pour le facteur de transcription 22 

WRKY45 qui joue un rôle central dans les voies de signalisation du SA. L’expression optimisée 23 

de ce gène a permis d’obtenir des plantes plus résistantes à M. oryzae et X. oryzae (Goto et al. 24 

2015). Toujours avec le riz, on peut citer le gène GH3-2 qui colocalise avec plusieurs QTLs 25 

présents sur le chromosome 1 et connus pour conférer de la résistance contre M. oryzae et X. 26 

oryzae. L’activation du gène GH3-2 provoque l’augmentation de la production d’indole-3-27 

acetic acid (IAA)-amido synthetase capable d’inactiver certaines auxines dont l’accumulation 28 

est un facteur favorisant le champignon ou la bactérie. L’action de ce gène combiné à d’autre 29 

aussi présents dans le QTL résulte en une résistance accrue du riz face à ces agresseurs (J. Fu et 30 

al. 2011). De plus il a été montré que l’expression constitutive de certains gènes DR chez le riz 31 

étaient corrélée à la résistance partielle observée après l’attaque de M. oryzae (Vergne et al. 32 

2010). 33 

 34 
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(5) Modulation de la production de composés chimiques  1 

La sensibilité/résistance d’une plante hôte est aussi le résultat du « combat » chimique qui 2 

l’oppose à son agresseur. L’issue de cet affrontement dépend de qui va produire suffisamment 3 

de molécules pour tuer les cellules de son adversaire. Les composés toxiques des agents 4 

pathogènes sont qualifiés de toxines. La plante hôte peut aussi produire des enzymes 5 

détoxifiantes pour s’en protéger, ainsi que des composés antibiotiques comme les phytoalexines. 6 

Des études d’analyses QTL associées à des dosages biochimiques ont montré un lien entre le 7 

niveau de sensibilité de Arabidopsis face à Botrytis et le taux d’une phytoalexine : la camalexine 8 

(Denby, Kumar, et Kliebenstein 2004). De même plusieurs études suggèrent que la réduction 9 

du taux de glutathione occasionne une hausse de sensibilité face à plusieurs agents pathogènes 10 

(Parisy et al. 2007; Roetschi et al. 2001). Chez le riz, plusieurs gènes codant pour des membres 11 

de la famille des glutathione S-transferase (GST) co-localisent avec des QTLs de résistances à 12 

plusieurs maladies. 13 

(6) QTL issus de facteurs de sensibilité 14 

Une autre catégorie concerne des QTL correspondant à des gènes qui n’ont pas été identifiés 15 

comme impliqués dans les systèmes de défenses et dont la forme récessive confère de la 16 

résistance. On peut citer pour le riz le QTL pi21, utilisé depuis près d’un siècle au Japon et donc 17 

considéré comme très durable. Le gène pi21 code pour une protéine riche en proline pouvant 18 

avoir un rôle dans le transport des métaux mais n’ayant aucune similarité avec des gènes de 19 

défense connus (Fukuoka et Okuno 2019). La désactivation du gène présent dans le locus Pi21 20 

provoque une augmentation de la résistance. 21 

(7) Implication du métabolisme primaire dans les défenses 22 

Il a été établi que l’infection du riz par M. oryzae provoquait de fortes modifications dans les 23 

voies métaboliques primaires et secondaires et que ces modifications étaient variables selon le 24 

génotype (Parker et al. 2009; Jain et al. 2017). Le mécanisme le plus souvent décrit est celui de 25 

l’apport d’énergie et/ou d’éléments nécessaires aux réactions de défense (Bolton 2009; Rojas et 26 

al. 2014). Plusieurs agents pathogènes sont capables de produire des effecteurs capables 27 

d’induire les gènes SWEET impliqués dans le transport de sucre afin d’optimiser l’apport de 28 

ressource à consommer. Des mutations de ces gènes peuvent alors fournir une résistance 29 

partielle face à l’agent pathogène, les effecteurs ne pouvant plus les reconnaitre (Gupta 2020)  30 
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Figure 9 : Illustration du concept de la Starvation Mediated Resistance 
(SMER) 
L’immunité de l'hôte qui repose sur la reconnaissance des agents pathogènes est divisée en deux couches : 
l’immunité induite par les PAMP (PTI) et l'immunité induite par les effecteurs (ETI). Indépendamment de ce système 
immunitaire, des mécanismes cellulaires chez l'hôte empêchent ou réduisent l’accès aux nutriments et conduisent 
également à une résistance par privation (SMER). Les infections unicellulaires et filamenteuses sont représentées 
dans chaque cellule hôte. Les cercles représentent les PAMP et les triangles représentent les effecteurs dérivés de 
l'appareil de sécrétion des bactéries (bleu) ou fongiques (rouge), et les losanges oranges les sucres dont les flux sont 
régulés par la SMER.  

Modifiée d’après Oliva et al. 2017 
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On peut citer comme exemple le cas du riz face à Xanthomonas où des variations au niveau des 1 

promoteurs de deux gènes SWEET induisent une résistance (Zaka et al. 2018). Cette 2 

modification du métabolisme des sucres peut également être modulée par la plante. Un modèle 3 

théorique de Oliva et Quibod (2017) décrit le phénomène de privation, appelé Starvation 4 

Mediated Resistance (SMER). Ce modèle décrit le mécanisme de coupure des transporteurs de 5 

sucres (ou autres nutriments) pour empêcher l’agent pathogène d’y avoir accès (Figure 9). 6 

IV. L’impact de l’environnement sur la résistance 7 

Généralités sur les impacts de l’environnement sur les 8 

interactions plante/agent pathogène 9 

 Dans leur environnement, les plantes sont soumises à de nombreuses interactions positives ou 10 

négatives avec les éléments qui les entourent. Ces éléments peuvent être de nature abiotique (sol, 11 

lumière, eau…) ou biotique (champignons, virus, bactéries, plantes voisines…). Plusieurs revues ont 12 

documenté le fait que l’impact des facteurs environnementaux sur la résistance est loin d’être 13 

négligeable (Gutiérrez et al. 2015; Berens et al. 2019; Cohen et Leach 2019; Nobori et Tsuda 2019; 14 

Saijo et Loo 2020).  15 

IV.A.1.Impacts de facteurs biotiques 16 

a) Cas du microbiome 17 

 Le microbiome des plantes inclue l’ensemble des communautés microbiennes qui peuvent vivre, 18 

prospérer et interagir avec les différents tissus de la plante comme les feuilles, les tiges, les fleurs, les 19 

racines et les graines (Orozco-Mosqueda et al. 2018; Haney et Ausubel 2015). Plusieurs études ont fait 20 

la démonstration de l’impact positif du microbiome sur le développement (Ryu et al. 2003), la nutrition 21 

(Tkacz et Poole 2015; Jingying Zhang et al. 2019) et la défense contre les stress abiotiques (Jungwook 22 

Yang, Kloepper, et Ryu 2009) et biotiques (Lee et al. 2012).  23 

 Dans le cas du riz, plusieurs expériences ont montré l’impact de la composition du microbiome 24 

sur le développement de la pyriculariose. On peut citer par exemple la réduction de 76% des symptômes 25 

observée par W. Wang et al. (2016) entre des plantules dont les semences avaient été inoculées avec 26 

Streptomyces par rapport à des semences non inoculées. D’autre part il a été montré que des plants de 27 

riz inoculés avec la cyanobactérie Calothrix elenkinii ont une activité des enzymes de défense accrue 28 

par rapport à des plants non inoculés (Priya et al. 2015).   29 
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On peut également mentionner l’interaction inverse, comme l’impact de M. oryzae sur la structure des 1 

communautés du rhizobiome qui diffère entre des riz sauvages et des riz cultivés. Cette modification 2 

des structures est moins impactante chez les riz sauvages qui sont plus résistants (S. Shi et al. 2018). 3 

b) Cas de l’association culturale 4 

 La pratique de l’association culturale de plusieurs espèces végétales, ou de plusieurs variétés 5 

d’une même espèce, a un effet, le plus souvent négatif, sur le développement des bioagresseurs. Il a été 6 

reporté que 73% des combinaisons parmi plus de 200 études montraient une réduction de la maladie 7 

(Boudreau 2013). La grande partie de ces études expliquent le phénomène par les modifications 8 

épidémiologiques que la co-culture entraine (canopée, micro-climat, la dilution de l’inoculum, barrières 9 

d’hôtes…). D’autres études ont montré que des modifications à l’échelle de la plante sont également 10 

provoquées par la co-culture. Ainsi une plante peut stimuler les défenses immunitaires de sa voisine (S. 11 

Zhu et Morel 2019). 12 

IV.A.2.Impacts de facteurs abiotiques 13 

 Les études sur les effets combinés d’un stress biotique et d’un stress abiotique sont relativement 14 

récentes. La conclusion générale de ces études est que l’effet de ces interactions sur les plantes est 15 

beaucoup plus complexe qu’un simple effet additif (Kissoudis et al. 2014). Il a d’ailleurs été montré que 16 

le système de signalisation et de défense des plantes face aux stress abiotiques se rapproche de celui mis 17 

en place face aux stress biotiques, comme la signalisation hormonale (Baggs et al. 2020; Bari et Jones 18 

2009) ou la production de ROS (Miller, Shulaev, et Mittler 2008). Les réactions de défenses aux 19 

différents stress sont coûteuses en ressources et en énergie pour la plante. Certaines sont même 20 

antagonistes (Atkinson et Urwin 2012). Ainsi une hypothèse de hiérarchisation des défenses a été 21 

élaborée. La priorisation entre les différentes voies de réponse au stress est supposée équilibrer les coûts 22 

élevés de déclenchement et de maintien des réponses au stress avec la quantité limitée de ressources 23 

dont dispose une plante. Les règles de priorisation de ce système restent toutefois débattues (Wolinska 24 

et Berens 2019).  25 

c) Cas de la sécheresse 26 

 Les effets majeurs de la sécheresse sont la perte d’eau des cellules et les bouleversements 27 

osmotiques que cela entraine. La réponse de la plupart des plantes est de fermer les stomates de leurs 28 

feuilles afin de limiter les pertes d’eau par évapotranspiration, ce qui limite également la photosynthèse. 29 

La signalisation et la régulation de cet réponse ont été bien étudiées, mettant en évidence l’ABA comme 30 

l’hormone principalement impliquée (Prasch et Sonnewald 2015). Des études concernant plusieurs 31 

pathosystèmes ont mis à jour des effets du manque d’eau, tantôt négatifs et tantôt positifs, sur la réaction 32 

de la plante face à l’agent pathogène (Achuo et al. 2006; Choi et al. 2013; Ramegowda et al. 2013)..  33 
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Dans le cas de notre pathosystème, l’effet d’un stress hydrique relativement soutenu conduit à une 1 

sensibilité accrue à M. oryzae (Bonman 1992; Bocco et al. 2012; Bidzinski et al. 2016) phénomène 2 

appelé Drought-Induced Susceptibility (DIS).  3 

 L’étude transcriptomique Bidzinski et al. (2016) a démontré que certains des gènes de défense 4 

de la variété Nipponbare étaient nettement moins exprimés dans le cas d’une infection par M. oryzae 5 

qui avait été précédé d’une période de sécheresse ; même constat pour plusieurs gènes codant des 6 

effecteurs chez le champignon. Dans le cas de la sécheresse, ce stress provoque un dysfonctionnement 7 

au niveau l’ABA, préjudiciable à la mise en place de voies de signalisation de la résistance aux maladies 8 

(De Vleesschauwer, Xu, et Höfte 2014). Le champignon pourrait alors détecter cet état et adapter son 9 

mode de fonctionnement, ne produisant alors pas d’effecteur et passant directement en mode 10 

nécrotrophique (Figure 10).  11 

d) Cas de la température 12 

 La température joue un rôle prépondérant dans la croissance des plantes. La phénologie de 13 

plusieurs plantes cultivées est d’ailleurs basée sur la somme moyenne des températures ce qui permet 14 

d’estimer les étapes du cycle quand un certain seuil de température est atteint. Ainsi des températures 15 

trop ou trop peu élevées peuvent provoquer des retards de croissance, voire être néfastes pour la plante. 16 

Les conséquences d’une température trop élevée se retrouvent à tous les niveaux : augmentation de la 17 

respiration, baisse de la photosynthèse, perturbation du cycle circadien, dégradation des protéines, pertes 18 

d’intégrité de la membrane, modification des relations source/puit et accélération de la sénescence. Les 19 

voies de signalisation du stress thermique sont complexes et ont été bien étudiées (Penfield 2008; 20 

Franklin 2009; McClung et Davis 2010). Concernant l’impact de la température sur les stress biotiques, 21 

il a été observé que des températures élevées supprimaient les capacités de résistances du tabac face au 22 

Virus de la Mosaique du Tabac (TMV) (Király et al. 2008) et du poivron face au virus de la maladie 23 

bronzée de la tomate (Moury et al. 1998). Dans le cas du tabac, la cause de la perte de résistance vient 24 

de la modification de la conformation de la protéine R par la chaleur (Y. Zhu, Qian, et Hua 2010). 25 

Toujours dans les infections virales, il a été montré que la résistance de la pomme de terre est modulée 26 

par une température élevée face au « potato virus » M (PVM, Tatarowska et al. 2020) et Y (PVY, Szajko 27 

et al. 2019). Ces pertes de résistance ont également été démontrées dans d’autres pathosystèmes, avec 28 

parfois un effet d’induction de la résistance par la chaleur (Prasch et Sonnewald 2015). Ainsi le riz 29 

montre une augmentation de résistance face à la pyriculariose après un traitement à la chaleur. Une des 30 

hypothèses est que la chaleur peut déclencher l’augmentation de la production de molécules toxiques 31 

par la plante (Aver’yanov, Lapikova, et Djawakhia 1993). Une autre étude montre que la chaleur 32 

provoque des expressions de Pi54 et de WRKY45 plus faibles en cas d’infection(Madhusudhan et al. 33 

2019).  34 
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  1 

Figure 10 : Modèle hypothétique de la sensibilité induite par la sécheresse. 
Sous des conditions non stressantes (à gauche) un signal informe le champignon de l’état général de l’immunité de la plante. 
Ce signal active le programme de pathogénicité associé à la biotrophie (BP) : des effecteurs sont produits (cercles blancs) 
pour inhiber la réponse immunitaire de la plante, y compris les ROS (hexagones) et les protéines de défense (étoiles noires). 
Une fois l'immunité inhibée et la biotrophie établie, un programme de nécrotrophie (NP) est activé. Cela induit des enzymes 
de dégradation de la paroi cellulaire ainsi que d'autres toxines. Le tout entraîne la mort des cellules (cellules grises) et une 
croissance facilitée des agents pathogènes. Après la réponse à la sécheresse (à droite), certains signaux végétaux comme 
l'ABA et la production d'activités antioxydantes pourraient inhiber la production de la réponse immunitaire. Le signal 
végétal inconnu indiquant une forte immunité est plus faible ou n'est plus présent (pointillé). En l'absence de ce signal, le 
champignon active rapidement son programme nécrotrophe 

D’après Bidzinski et al 2016 
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e) Cas de la nutrition (hors nutrition azotée) 1 

Au-delà de l’aspect nutritif qu’apportent les éléments du sol, il a été montré que leur disponibilité 2 

pouvait impacter les interactions entre les plantes et les agents pathogènes (Solomon, Tan, et Oliver 3 

2003; Walters et Bingham, s. d.; Dordas 2009). Il est donc nécessaire de comprendre ces interactions 4 

afin de mieux appréhender les pratiques culturales dans le choix de la culture et/ou les travaux et apports 5 

du sol. 6 

 7 

(1) Le Phosphore (P) 8 

Le phosphore (P) fait partie des trois macroéléments principaux avec l’azote et le potassium. 9 

Cet élément est principalement disponible sous forme d’orthophosphate (PO4
3-) et rentre dans 10 

la composition de plusieurs molécules dont les acides nucléiques, les phosphoprotéines, les 11 

phospholipides et l’ATP (Walters et Bingham 2007). L’impact de la fertilisation en phosphate 12 

sur les relations plantes/pathogènes est assez variable (Dordas 2009). Toutefois il a été observé 13 

que le phosphore, dans la majorité des cas, améliore l’état de santé général de la plante et donc 14 

réduit l’impact des maladies. La fertilisation en P peut se faire au sol, mais aussi en application 15 

foliaire. Il a été montré que la résistance pouvait être due à un effet direct sur l’agent pathogène 16 

(Develash et Sugha 1997). A l’opposé l’impact d’une fertilisation en P sur les mécanismes de 17 

défenses des plantes est connu depuis longtemps, le plus souvent en application foliaire. Cet 18 

effet sur les défenses a été observé, entre autres, chez le concombre (Gottstein 1989; Orober, 19 

Siegrist, et Buchenauer 2002), la vigne (Reuveni et Reuveni 1995), le maïs (Reuveni et Reuveni 20 

1995), l’orge (Mitchell et Walters 2004) et le riz (Manandhar et al. 1998). L’application du P 21 

semble avoir des effets assez diversifiés sur les mécanismes de défense : chez le concombre 22 

l’apport de foliaire de P a été associé à la mort cellulaire, précédée d'une génération rapide de 23 

superoxyde et de peroxyde d'hydrogène, ainsi qu’à une augmentation des niveaux d'acide 24 

salicylique (Orober, Siegrist, et Buchenauer 2002). Chez l’orge l’induction de résistance a été 25 

associée à l’augmentation de l’activité d’enzymes impliquées dans les défenses comme la 26 

peroxydase (POD) et la phenylalanine ammonia-lyase (PAL) (Mitchell et Walters 2004). 27 

Inversement Campos‐Soriano et al. (2020) ont mis en évidence une augmentation de sensibilité 28 

à la pyriculariose d’un riz dans un mutant du gène codant pour le microARN miR399 par rapport 29 

à son apparenté sauvage suite à l’apport de P. L’hypothèse avancée est qu’il existerait une 30 

interférence entre les voies de signalisation du P et celle des défenses. 31 
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(2) Le Potassium (K) 1 

Le K est le troisième macroélément essentiel. Il se retrouve principalement dans le sol et la 2 

plante sous forme d’ions K+. Dans le sol, seulement 0.5 à 3% des ions K+ sont disponibles. Le 3 

K est un élément essentiel car il rentre en jeu dans les régulations osmotiques (mouvements des 4 

stomates, extension cellulaire) et dans de nombreux mécanismes métaboliques (activation 5 

d’enzyme, photosynthèse…) (Walters et Bingham 2007). L’effet antagoniste des apports de K 6 

sur le développement des maladies est connu depuis longtemps (Dordas 2009; Walters et 7 

Bingham 2007). Par exemple chez le riz il a été montré dès 1976 qu’une carence en K provoque 8 

une sensibilité accrue à Helminthosporium sigmoideum et que le phénomène s’inverse après un 9 

apport de K+ (Ismunadji 1976). Ces observations ont été confirmées plus récemment chez le riz 10 

(Maheshwari et Sharma 2013; Raj et Pannu 2017), le maïs (Zinsou et al. 2020) et par application 11 

foliaire chez le haricot (Devi et al. 2020). On attribue ces effets aux fonctions du K dans le 12 

métabolisme. Par exemple le K participe à l’épaississement de la paroi et à la fabrication de 13 

protéines complexes. Le manque de K provoque une accumulation d’amides simples, éléments 14 

nutritifs des agents pathogènes (Dordas 2009). Si on se focalise sur le pathosystème riz/M. 15 

oryzae, il est intéressant de noter que la protéine OsAKT1 impliquée dans le transport et 16 

l’accumulation des ions K+ dans les cellules du riz peut être ciblée par l’effecteur AvrPiz-t de 17 

M. oryzae, ce qui provoque une réduction du taux de K+ dans la cellule, et in fine réduit la 18 

résistance. La suppression du gène OsAKT1 annule l’effet bénéfique d’un apport de K+ pour la 19 

résistance (X. Shi et al. 2018) 20 

(3) Le Soufre (S) 21 

Le soufre est très bien connu pour son effet fongicide de contact, un effet amplement utilisé en 22 

agriculture. Il semble que la nutrition de la plante en S ait également un impact sur les agents 23 

pathogènes. Le S est un élément essentiel à la fabrication des acides aminés soufrés que sont la 24 

cystéine et la méthionine, mais aussi de coenzymes et de certaines catégories d’enzymes via 25 

l’ion fer/S. De plus le S est un élément essentiel pour les champignons, et le transfert de S de la 26 

plante vers des champignons biotrophes a déjà été montré, même si les mécanismes restent peu 27 

connus (Walters et Bingham 2007). De plus il a été montré qu’une fertilisation soufrée favorise 28 

une accumulation de cystéine (Schnug 1997) à partir de laquelle de nombreux composés de 29 

défense peuvent être fabriqués, notamment les phytoalexines ou le H2S. Ainsi Bloem et al. 30 

(2004) ont mis en évidence l’augmentation de résistance du colza face à Pyrenopeziza brassicae 31 

et l’augmentation des taux cystéine et d’activité de L-cysteine desulphydrase (LCD), une 32 

enzyme impliquée dans le production de l’H2S. 33 
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(4) Le Silicium (Si)  1 

Le silicium (Si) est l'un des éléments les plus abondants de la lithosphère, et donc la plupart des 2 

sols en contiennent des quantités considérables (Epstein 1999). Le riz est l’une des plantes les 3 

plus demandeuses en Si, si bien qu’il est fréquent que cet élément soit apporté pour améliorer 4 

le rendement (Savant et al. 1997; Seebold et al. 2000; Detmann et al. 2012; Oliveira et al. 2019). 5 

Le Si est prélevé par les plantes sous forme d’acide silicique, puis est transféré directement vers 6 

les organes aériens pour y être polymérisé et accumulé sous forme de silicate (Ma et Takahashi 7 

2002). Même si des études plus ou moins récentes montrent l’impact de cet élément sur le 8 

rendement (Tamai et Ma 2008; Detmann et al. 2012; Meena et al. 2014; Oliveira et al. 2019), le 9 

Si a principalement été étudié pour son implication dans les mécanismes de défenses face au 10 

stress abiotiques (Chen et al. 2011; Guntzer et al. 2012) et biotiques (Fauteux et al. 2005), et 11 

notamment dans la défense du riz face à la pyriculariose (Seebold et al. 2000; Datnoff et 12 

Rodrigues 2005; Cai et al. 2008; Oliveira et al. 2019). Le rôle du Si dans la défense du riz est 13 

attribué à son impact sur l’activité d’enzymes liées aux défenses telles que des polyphenol 14 

oxidases (PPO), les PAL, des chitinases et des POD, impliquées la synthèse de la lignine (Cai 15 

et al. 2008). De plus une autre étude a mis en lien la résistance induite par le Si avec 16 

l’accumulation de phytoalexines dans les tissus infectés (Rodrigues et al. 2004). Ainsi le Si 17 

semble impacter autant les défenses physiques que chimiques du riz. 18 

 Les autres éléments (Ca, Fe, Zn etc…) ont également été identifiés pour leur interaction avec différents 19 

pathosystèmes (Dordas 2009; Walters et Bingham 2007) mais ne seront pas abordés d’avantage dans ce 20 

manuscrit. 21 

Cas de la Nitrogen-Induced Susceptibility (NIS) 22 

IV.B.1.Impact de la fertilisation azotée sur la sensibilité des plantes 23 

 En dépit de ses avantages sur la productivité des cultures décrits précédemment, la fertilisation 24 

azotée est également connue pour modifier la sensibilité des plantes dans de nombreux pathosystèmes 25 

(Walters et Bingham 2007; Dordas 2009; Veresoglou et al. 2013; Fagard et al. 2014; Yuming Sun et 26 

Wang 2020).  27 
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  1 Tableau 2 : Impact de l’environnement azoté sur la gravité de plusieurs 
maladies. 

Figure 11 : Modèle proposé par Sun at al. (2020) sur l'interaction entre la nutrition 
azotée et les défenses des plantes. 
L’azote est impliqué dans la mise en œuvre des défenses des plantes, avec des effets négatifs définis sur les défenses physiques et le 
contenu en phytoalexines, et des effets positifs sur les protéines antimicrobiennes. L'azote joue également un rôle de médiateur dans la 
réponse hypersensible en aval par le biais du métabolisme des acides aminés. En outre, la nutrition azotée régule la balance hormonale 
(SA; JA, ETH) et l'expression des gènes de défense qui en découlent par le biais du métabolisme des acides organiques ou par l’activité 
de régulation de l'oxyde nitrique (NO). Le signal NO est un pont important entre la nutrition azotée et la résistance des plantes, qui est 
étroitement liée aux formes azotées. Le signal NO et le SA modulent aussi la résistance systémique acquise (SAR) par le biais des ROS. 

Modifié d’après Sun et al. 2020 

D’après Dordas et al. 2009 

 



Introduction   IV. L’impact de l’environnement sur 
la résistance 

45 

  Les différentes études menées sur cette thématique ne s’accordent pas sur un effet fixe de l’azote 1 

sur les relations plantes-agents pathogènes. Sun et Wang (2020) ont rassemblé 132 études consacrées à 2 

cette interaction menées entre 1944 et 2019 et ont établi que 54% des cas démontrent une augmentation 3 

de sensibilité, pour 37%  une augmentation de résistance, et 9% une absence d’effet. Par exemple on 4 

peut noter un effet différent de l’apport d’azote sur la sensibilité de la tomate face à quatre agents 5 

pathogènes différents : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, Oidium lycopersicum, Pseudomonas 6 

syringae pv tomato et Botrytis cinerea. Toutefois une tendance semble se dessiner selon le mode 7 

trophique de l’agent pathogène. En effet il semble que l’augmentation de sensibilité soit plus fréquente 8 

dans les systèmes impliquant un agent pathogène biotrophe plutôt que nécrotrophe  (Tableau 2, Dordas 9 

2009; Sun et Wang 2020). On notera par exemple que Mittelstraß et al. (2006) ont montré que la 10 

sensibilité de la pomme de terre en condition de fertilisation azotée élevée était accentuée face à 11 

Phytophthora infestans (biotrophe) et atténuée face à Alternaria solani (nécrotrophe). Malgré cela des 12 

contre exemples existent comme chez A. thaliana qui devient plus sensible face à B. cinerea, un 13 

champignon nécrotrophe, avec l’ajout d’azote. De plus il a été également été montré que l’impact de la 14 

fertilisation sur la sensibilité pouvait dépendre de la forme d’azote appliquée et de la biologie du sol 15 

(Celar 2003), de l’isolat (ex : la tomates face à B. cinerea ,Lecompte, Abro, et Nicot 2010) ainsi que du 16 

génotype de la plante (ex : Riz face à M. oryzae ;Ballini, Nguyen, et Morel 2013). Ces résultats suggèrent 17 

que la modification de la sensibilité des plantes par la fertilisation azotée résulte de plusieurs 18 

mécanismes différents. 19 

IV.B.2.Hypothèses sur l’impact de l’azote dans la relation plante/agent pathogène (Figure 11) 20 

 Le premier effet constaté est l’effet direct engendré par l’apport d’azote au niveau du sol. En 21 

effet, un apport supplémentaire peut en tout premier lieux favoriser les agents pathogènes racinaires 22 

comme les champignons du genre Fusarium que le nitrate peut avantager au détriment d’autres 23 

champignons antagonistes de la rhizosphère (Celar 2003). On peut également citer Thielaviopsis 24 

basicola, un champignon causant la pourriture noire des racines du tabac, dont la croissance est stoppée 25 

par l’apport important d’ammonium (Harrison et Shew 2001). La fertilisation azotée provoque une 26 

meilleure croissance, un développement foliaire important et in fine plus de rendement. Mais cette 27 

croissance accrue provoque une modification de la canopée et du micro climat autour de la plante, 28 

favorisant ainsi le maintien de l’humidité et d’une semi obscurité favorables au développement et à la 29 

dissémination des agents pathogènes (Lemmens et al. 2004). C’est pourquoi les augmentations de 30 

densité au champ provoquées par la fertilisation sont connues pour favoriser le développement des 31 

maladies (Tompkins, Fowler, et Wright 1992; Loyce et al. 2008; Baccar et al. 2011; Sester M. et al. 32 

2014) 33 

  34 
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  1 Tableau 3 : Enzymes ou composés liés à la défense et régulés par l'azote. 

D’après Sun et al. 2020 
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 Au-delà des impacts sur le couvert végétal, l’azote provoque également des changements 1 

physiologiques au sein de la plante, provoquant également des modifications dans les interactions 2 

plantes/ agents pathogènes. En effet il a été montré par (Neumann et al. 2004) qu’un apport tardif d’azote 3 

n’avait pas d’effet sur la canopée du blé d’hiver mais que la surface de lésions de Puccinia striiformis 4 

f.sp. tritici était plus importante par rapport au contrôle. Ils ont alors conclu que la différence de 5 

sensibilité était dû à l’augmentation de la quantité d’azote dans la feuille. Une autre étude de (Olesen 6 

2003) est arrivée à une conclusion similaire dans le cas du mildiou sur blé. En effet, l’azote, sous forme 7 

minéral et/ou organique, fait partie des éléments dont l’agent pathogène se nourrit. Ainsi plusieurs études 8 

ont montré que certains champignons étaient capables de stimuler l’accumulation de certains acides 9 

aminés, notamment le gamma‐aminobutanoic acid (GABA), dans la zone d’infection (Solomon et 10 

Oliver 2002; Bönnighausen et al. 2015). De plus le statut azoté impacte également les mécanismes de 11 

virulence des agents pathogènes. En effet il a été montré que certains gènes codant pour des effecteurs 12 

étaient surexprimés dans un milieu carencé en azote (Snoeijers et Perez-Garcıa 2000), ou dans les tissus 13 

infectés comme le gène Avr9 du champignon pathogène de la tomate Cladosporium fulvum (Pérez-14 

García et al. 2001). Le phénomène opposé à également été observé, où des gènes d’effecteurs de M. 15 

oryzae (H. Huang et al. 2017) et de Cladosporium fulvum (Thomma et al. 2005) sont surexprimés dans 16 

une condition d’excès d’azote. Ces études suggèrent un rôle du statut azoté du milieu dans l’induction 17 

de la pathogénicité (Yuming Sun et Wang 2020). 18 

 Enfin l’apport d’azote semble également avoir un effet sur les mécanismes de défenses des 19 

plantes. Au niveau des défenses physiques, il a été montré que le statut azoté de la plante avait un effet 20 

néfaste sur la production et le dépôt de lignine au niveau des parois cellulaires, rendant les plantes plus 21 

sensibles à la pénétration des microorganismes et des insectes (Plavcová et al. 2013; W. Zhang et al. 22 

2017). Il en est de même avec l’épaisseur de la cuticule de l’épiderme, également impactée négativement 23 

par l’azote dans les feuilles de tomate (Jauset et al. 2000) et le fruit de la pêche (Daane et al. 1995). 24 

Concernant les défenses chimiques, plusieurs études ont montré que les concentrations des molécules 25 

de défense peuvent être modifiées par la fertilisation (Yuming Sun et Wang 2020)(Tableau 3). Les 26 

hormones de régulation des défenses sont également impactées. A titre d’exemple on peut citer l’effet 27 

négatif de l’apport de N sur l’accumulation de SA, et sur l’expression de certains gènes de défense 28 

(WRKY33, NPR1) chez Arabidopsis (Yaeno et Iba 2008; Maekawa et al. 2012; Verly et al. 2020). De 29 

même la déficience en N impacte la voie de synthèse du JA, augmentant la résistance de la tomate à B. 30 

cinerea (Scalschi et al. 2015) ; à l’opposé un surplus d’azote modifie aussi cette voie chez Arabidopsis, 31 

favorisant le développement de bactéries pathogènes (Farjad et al. 2018). La défense est aussi corrélée 32 

avec le NO, lui-même régulé par la nutrition azotée : le nitrate augmente la production de NO via la 33 

Nitrate Reductase, et inversement l’ammonium inhibe sa production (Modolo et al. 2005).   34 
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  1 

Figure 12 : Nitrogen Induced Susceptibility de la variété Kasalath et 
maintien du niveau de sensibilité de Nipponbare face à six souches de M. 
oryzae 
Photo prises 7 jours après inoculations. Inoculation faites le lendemain d’une fertilisation différentielle 0N/1N après 4 
semaines de croissance en conditions contrôlées. 

0N : solution nutritive PK 

1N : solution nutritive NPK avec 40mg/L de NO3-/NH4+ 
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La production de NO via la NR a été associée à la réaction de HR chez Arabidopsis par l’étude d’un 1 

double mutant de la NR chez qui la HR n’était plus présente face à Pseudomonas syringae pv. 2 

maculicola (Modolo et al. 2006), et plus récemment sur le tabac (Mur et al. 2019). Ces résultats 3 

suggèrent que le signal NO peut être un autre lien entre le métabolisme de l'azote et la résistance des 4 

plantes, en manipulant les réponses immunitaires qui sont en aval du signal NO 5 

IV.B.3.Etat des lieux des connaissances de la NIS chez le riz 6 

 L’interaction entre l’azote et la pyriculariose du riz est très étudiée, avec dans la majorité des 7 

cas une augmentation de sensibilité (Otani 1959; Matsuyama 1975; Bonman 1992; Bhaskar, Rao, et 8 

Reddy 2001; Ballini, Nguyen, et Morel 2013; Sester M. et al. 2014; H. Huang et al. 2017; W. Zhang et 9 

al. 2017). L’augmentation de la pyriculariose a été référencée plusieurs fois au champ au cours des 10 

soixante dernières années (Otani 1959; Kürschner 1992; Bonman 1992; Long 2000) et plus récemment 11 

avec des travaux de Sester M. et al. (2014); et Dusserre et al. (2017) où il a été montré que des pratiques 12 

d’agriculture de conservation permettaient de contrôler la pression de pyriculariose par le contrôle de la 13 

nutrition en N. Les phénotypes observés dans chacune de ces études divergent quelque peu. 14 

L’augmentation du nombre et de la taille des lésions a été observé dans la majorité des cas. Toutefois 15 

certaines études ont également observé une augmentation de la capacité du champignon à se propager 16 

(Mukherjee et al. 2005). Une des principales explications du phénomène était l’effet de la croissance 17 

végétative accrue dû à un fort apport précoce d’N, favorisant alors le développement du champignon 18 

par modification du microclimat. La solution retenue à l’époque fut de faire des apports fractionnés dans 19 

le temps afin de limiter la croissance végétative (Kürschner 1992). Ballini, Nguyen, et Morel (2013) ont 20 

décrit un système expérimental en conditions contrôlées permettant l’observation de l’augmentation de 21 

la sensibilité d’un cultivar après un traitement azoté. Le système en question s’affranchit des effets 22 

épidémiologiques et des effets de la fertilisation sur le couvert végétal. Ainsi il met en évidence 23 

l’induction de la sensibilité chez le riz par l’azote à l’échelle d’une plante : ce phénomène a été nommé 24 

Nitrogen-Induced Susceptibility ou NIS. C’est sous cette appellation que nous décrirons le phénomène 25 

d’augmentation de sensibilité à l’échelle d’une plante dans la suite du manuscrit. 26 

 Une des premières hypothèses expliquant la NIS chez le riz était que l’apport d’azote provoquait 27 

un amincissement de la paroi cellulaire facilitant la pénétration de l’appressorium de M. oryzae. 28 

(Matsuyama 1975; Wilson et Talbot 2009). Cette hypothèse a été reprise par Talukder, McDonald, et 29 

Price (2005). Toutefois bien que l’impact de l’azote sur les parois ait été confirmé récemment (W. Zhang 30 

et al. 2017), l’implication de ce phénomène dans la pénétration de M. oryzae a été infirmé par une étude 31 

cytologique réalisée par (H. Huang et al. 2017) où la pénétration de l’appressorium n’est pas modifiée 32 

par la fertilisation azotée alors que les plantes montrent un phénotype de NIS. En revanche cette étude 33 

a mis en évidence l’augmentation de la vitesse de développement du champignon après pénétration, 34 

laissant supposer que la NIS observée est due à une croissance accrue du champignon in planta.  35 
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Figure 13: Relation entre les PNUE (Physiological Nitrogen Use Efficiency)  
et la valeur NIS 
Corrélation entre la NIS et la PNUE issue de la littérature par (Namai et al ; 2009) sur plusieurs cultivars de riz. La valeur 
NIS est issue du ratio entre le nombre de lésions sensibles de plantes soumises à une fertilisation avec azote (1N) et le 
nombre de lésions de plantes du même génotype soumises à une fertilisation sans azote (0N). Souches utilisée : GUY11.  

Figure 14 Symptômes de pyriculariose sur des lignées mutantes pour le gène 
OsGS1-2.  
Les mutants ont été obtenus à partir de la variété Dongjin par insertion d’un élément transposable au niveau du gène 
OsGS1-2. Les symptômes (causés par la souche de M. oryzae GUY11) ont été comptés 5 jours post inoculation sur 8 réplicas. 
0N et 1N correspondent aux traitements appliqués sur le riz 1 jour avant inoculation. 

** test de Student; p < 0.01. 

P
N

U
E 
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Les études récentes sur la NIS chez le riz ont également montré des fluctuations du phénotype selon le 1 

cultivar (Ballini, Nguyen, et Morel 2013;H. Huang et al. 2017). Ballini, Nguyen, et Morel (2013) a mis 2 

en évidence que l’ajout d’azote affecte partiellement l’effet d’un R-gène, Pi1, sans toutefois conduire à 3 

l’effondrement de la résistance. En revanche deux autres R-gènes, Co39/Pia et Pi2, se sont montrés 4 

robustes face à l’ajout d’azote, les cultivars les possédants sont donc restés complètement résistants. 5 

Enfin le dernier résultat important de cette étude est la mise en évidence d’un QTL appelé NIS1, situé 6 

sur le chromosome 1, dont l’allèle dominant issu de la variété Kasalath confère la NIS. H. Huang et al. 7 

(2017) ont également montré que le phénotype d’un cultivar témoin NIS, Kasalath, riz aus, est 8 

observable face à six souches différentes de M. oryzae. Le cultivar témoin négatif Nipponbare maintient 9 

également son phénotype « No NIS » face à ses souches (Figure 12). Cette étude est la seule 10 

actuellement disponible et mettant en évidence une diversité génétique de la réponse NIS. Une analyse 11 

de ce type pour l’ensemble d’une sous-espèce de riz permettrait de mieux connaitre les déterminants 12 

génétiques de la NIS et d’apporter des solutions aux sélectionneurs désireux de maintenir des niveaux 13 

faibles de maladies même sous forte fertilisation azotée. De plus leur étude RNAseq menée en condition 14 

de NIS a montré que l’azote a un effet positif sur l’expression de plusieurs gènes relatifs aux défenses, 15 

en dépit d’un phénotype NIS avéré. Ils ont également montré que l’expression de gènes de virulence de 16 

M. oryzae était favorisé par l’azote. Cette observation met en lumière la part que l’agent pathogène joue 17 

dans ce système. L’hypothèse issue de ces observations est que la surexpression des gènes de 18 

pathogénicité de M. oryzae induit une forte production d’effecteurs qui auraient le potentiel de surpasser 19 

les défenses du riz, pourtant elles aussi induites par la fertilisation azotée. 20 

IV.B.4.Une potentielle relation entre la NIS et la NUE 21 

 L’étude de Ballini et al. (2013) a permis de mettre en évidence le locus NIS1 présent sur le 22 

chromosome 1. Le locus NIS1 contient plusieurs catégories de gènes potentiellement impliqués dans la 23 

régulation de la résistance, mais aussi deux gènes impliqués dans le métabolisme azoté : OsNRT2.3a et 24 

NADH-GOGAT1. Nous avons montré dans les II.B. et II.C.  l’implication de l’activité de ces protéines 25 

dans la NUE. Il est intéressant de noter que l’allèle du gène GOGAT de Kasalath, de la sous-espèce Aus 26 

(proche des Indica), apporte un gain important dans le poids final des grains comparé à des variétés 27 

japonica (Yamaya et al. 2002). Lorsque l’on compare les mesures de PNUE (Namai et al, 2009) sur 28 

différentes variétés (Figure 13) avec ce que l’on sait de la NIS pour ces variétés (Ballini et al, 2013), on 29 

s’aperçoit qu’une partie des variétés dont les PNUE sont les plus élevées sont également connues pour 30 

avoir une NIS importante.  31 

  32 
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  1 

Figure 15 : Métabolome du mutant de riz OsGS1-2 
Variation de la concentration en métabolites entre des plantes mutantes (hétérozygotes) et sauvages (WT). Les 
prélèvements ont été effectués sur les plantes de 4 semaines sur la dernière feuille formée. Significativité de la 
variation * : p-value<0.05; ** : p-value<0.01; *** : p-value<0.001  
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  Il a également été démontré que le gène OsGS1-2 codant pour une isoenzyme de la Glutamine 1 

Synthétase (GS) semblait être important au développement de la NIS. En effet sur la base du différentiel 2 

d’expression de ce gène (Huang et al 2017), ce gène pourrait être un candidat possible expliquant la 3 

NIS. Des lignées mutantes (hétérozygotes seulement) pour ce gène ont pu être obtenues. Il a ensuite été 4 

montré que ces mutants ne présentaient plus de NIS contrairement aux les plantes sauvages de ces 5 

lignées (Figure 14). Ces résultats tendent à prouver que la glutamine peut être un métabolite clé dans 6 

les mécanismes de la NIS. Le métabolome de ce mutant a montré qu’il était légèrement appauvri en 7 

certains acides aminés (dont le glutamate et l’aspartate) et en certains sucres (Figure 15). Or l’impact 8 

du glutamate et des métabolismes associés a déjà été montré comme important dans plusieurs autres 9 

pathosystème (Seifi et al. 2013). En effet il a été montré qu’une mutation dans le gène Fd-GOGAT avait 10 

pour effet un enrichissement des tissus en glutamine et un appauvrissement en glutamate, et ceci associé 11 

à une augmentation de la résistance à Xanthomonas (Sun et al. 2017). 12 

  13 
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Projet de thèse 

 

 Pour faire face aux grands enjeux de l’avenir que sont l’accroissement de la population mondiale et le changement 

climatique, l’agriculture doit plus que jamais revoir ses ambitions, en cessant de suivre uniquement des objectifs de 

production priorisés avant les années 2000 et en incluant des pratiques durables. Les éléments les plus limitants pour remplir 

ces objectifs de productions durables sont, entre autres, la nutrition et la protection des cultures. Ces deux facteurs et leur 

interaction sont au cœur de ce projet de thèse. Ce manuscrit retrace trois ans de travaux pendant lesquels nous nous sommes 

intéressés à l’effet de la fertilisation azotée sur le riz et sur les conséquences qu’elle provoque lors de l’infection de 

Magnaporthe oryzae. Les nombreuses études présentées dans l’Introduction décrivent la sensibilité induite par l’azote (NIS) 

dans le cas de l’interaction entre le riz et M. oryzae. Plusieurs informations sur la génétique de la NIS et la physiologie des 

plantes suggèrent qu’il existe un lien entre l’utilisation de l’azote par le riz et la NIS. Ainsi mon projet de doctorat s’est 

articulé autour de la possible relation entre la NIS et la NUE. De plus les enjeux et contraintes locaux ont orienté mes 

recherches sur l’étude de ce lien chez la sous-espèce des riz japonica tempérés qui sont cultivés dans la région Occitanie 

(et PACA).  

Hypothèses et démarches mise en place 

De par les éléments présentés précédemment, plusieurs hypothèses ont été retenues :  
 
Il existe une diversité d'utilisation de l'azote impactant la NUE. 
  
La NIS est contrôlée génétiquement, héritable et donc contre-sélectionnable. 


Il existe un « signal » moléculaire provoquant l’augmentation de l’agressivité de M. oryzae qui pourrait être un 
métabolite associé à une composante de la NUE, le principal suspect étant au départ la glutamine.  

 

Au court de ces trois années de doctorat nous avons testé ces hypothèses via différentes approches. L’ensemble de la 

démarche est établi dans la Partie 1 qui détaille également les approches et expériences non développées dans les autres 

Parties. Dans un premier temps nous avons évalué la diversité d’utilisation de l’azote dans un panel de douze variétés de 

riz japonica tempérés en conditions contrôlées et en plein champs. Cette approche sera abordée dans la Partie 2 de ce 

manuscrit (publication soumise à Field Crop Research). Dans un second temps nous avons évalué la NIS phénotypiquement 

sur un large panel de variétés de riz japonica tempérés puis nous avons associé ces phénotypes avec les données génétiques 

par une étude d’association et constituant la Partie 3 (Publication soumise à BMC Plant Biology). Enfin la Partie 4 décrit 

la recherche du « signal » déclencheur de la NIS. Cette partie met en relation les observations phénotypiques liées à la NUE 

et à la NIS avec des données transcriptomiques et biochimiques des mêmes génotypes de riz décrits dans les Parties 

précédents. La fin de cette Partie est consacrée à la mise en commun et à la discussion de l’ensemble des approches 

développé dans le manuscrit.
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Partie 1  : Démarche expérimentale : vue globale 

des expériences menées en champ et en 

conditions contrôlées 

 

 Les hypothèses posées dans ce projet impliquent des expérimentations à toutes les échelles de 

la plante : de l’ADN à la parcelle cultivée, en passant par la cellule et la plante entière. Cette partie du 

manuscrit a pour objectif de fournir une vision globale des différentes approches expérimentales choisies 

pour tester nos hypothèses, posant un cadre aux résultats présentés dans les parties suivantes. 

  Ainsi pour tester la première hypothèse, des expériences d’évaluation de l’utilisation de l’azote 

ont été effectuées dans des conditions contrôlées en serres et en champ. C’est à partir d’un criblage de 

la première expérimentation en champ faite en 2017 que les génotypes inclus dans les autres 

expérimentations ont été choisis. 

  En parallèle, pour tester l’hypothèse des déterminants génétiques de la NIS, une étude de 

Genome Wide Association a été lancée. Ce type d’étude nécessite un phénotypage à haut débit du 

phénomène (ici la NIS) afin de le mettre en relation avec les données génomiques. Je présenterai ici le 

plan expérimental mis en place au départ, où il a été nécessaire de trouver un équilibre entre la diversité 

des génotypes et leurs différents niveaux de sensibilité à plusieurs souches de M. oryzae.  

 Les expérimentations d’évaluation de l’efficience d’utilisation de l’azote (NUE) en conditions 

contrôlées ont été conduites dans des serres, en 2018 et 2019, où l’ensemble des conditions climatiques 

a été contrôlé pour faire des mesures éco-physiologiques afin d’évaluer cette efficacité. Ces évaluations 

de la NUE, effectuées sur deux années, ont été conduites en même temps et dans le même environnement 

que des mesures de NIS et des prélèvements dont on a par la suite extrait l’ARN et les métabolites. Cette 

combinaison d’expériences avait pour objectif de tester la troisième hypothèse énoncé 55. 

L’ensemble de la démarche expérimentale du projet de thèse est décrit dans la Figure 16  
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Figure 16 : Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale 
Trois expériences majeures ont été effectuées au cours du doctorat : les expérimentations au champ, les expérimentations en 
serres, et le GWAS en serre. Les résultats de chacune d’entre elles ont fourni les éléments qui ont permis de construire le 
raisonnement aboutissant aux trois parties qui suivent cette Partie 1. 

Les couleurs représentent les grands domaines étudiés : en jaune l’utilisation de l’azote, en bleu la sensibilité à la 
pyriculariose et en vert les modifications moléculaires. 
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I. Démarche de la caractérisation de l'utilisation de l'azote au 

champ  

 Dans cette partie je détaille la démarche expérimentale de la caractérisation de la NUE en plein 

champ, effectuée en Camargue en 2017, 2018 et 2019. Je décris les résultats de 2017 (acquis avant le 

début de la thèse), nécessaires pour comprendre le choix des génotypes sur lesquels nous avons travaillés 

par la suite. Les résultats de 2018 et 2019 ont été traités dans la Partie 2. La thèse prenant place dans le 

projet SEPYA, les génotypes non-inscrits au catalogue ont été notés avec la nomenclature 

SEPYA_XXX, afin de garantir la confidentialité des génotypes en cours de sélections du CFR. 

Première expérimentation au champ (été 2017)  

I.A.1.Mise en place de l’essai  
 L’essai comprenait 50 génotypes de riz japonica tempérés adaptés à la riziculture européenne. 

Ces 50 variétés avaient été choisies sur la base de leur niveau de sensibilité à la pyriculariose et de 

manière à représenter une certaine diversité. Le choix s’est porté sur des variétés issues des collections 

internationales complétées avec des lignées en cours de sélection au CFR. L’essai a été découpé en deux 

modalités de fertilisation azotées N100 et N150. Ces modalités représentent la quantité d’azote apportée 

sur l’ensemble du cycle, avec 50 unités (U, équivalent à 1 Kg d’azote/ha) apportées avant le semis 

commun aux deux modalités, 50U apportées quatre semaines après le semis, également commun aux 

deux modalités, et enfin 50U supplémentaires uniquement pour la modalité N150, au début de la 

montaison. Deux micro-parcelle pour chaque génotype ont mises en place pour chaque modalité. Le 

plan d’expérience était en split-plot (Annexe 1). Diverses mesures ont été effectuées au stade tallage, à 

floraison (étamines sorties sur plus de 50% de la micro parcelle) et à maturité : hauteur de plantes, 

biomasses des organes aériens, mesures SPAD (« Soil And Plant Analyze Developments », qui évalue 

la teneur en chlorophylle des feuilles), surfaces foliaires, efficacité de tallage, composantes du 

rendement. Ajoutée à ces mesures la composition en élément azotés des organes aériens a été déterminé 

par spectrométrie proche infra-rouge. Grâce à ces mesures j’ai pu établir une estimation de NUE et de 

ses composantes pour chaque micro-parcelle. Ce protocole, utilisé en 2018 et 2019, est développé dans 

la Partie 2.Ce paragraphe s’attarde sur les traits qui ont permis de sélectionner les variétés utilisées dans 

les autres expériences.  

I.A.2.Criblage de 50 variétés de riz européens pour leur utilisation de l’azote 
 La première chose à noter est que six génotypes ont été écartés pour des raisons de mauvaise 

levée les rendant difficilement comparables aux autres plantes. Ensuite, du fait des limites 

expérimentales imposant seulement deux répétitions, aucune des moyennes présentées pour cette 

expérimentation n’a de valeur statistique valable, je ne décrirai donc que des tendances.  
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 C’est par des Analyses en Composantes Principales (ACP) que j’ai illustré la diversité 

morphologique dans la condition N150, la condition de croissance a priori favorable (non 

contraignante), et ceci aux trois stades de mesure. Le stade floraison est montré à titre d’exemple dans 

la Figure 17. Sans entrer dans les détails de ces résultats, ces analyses m’ont permis de vérifier la validité 

des méthodes d’échantillonnage et de mesures utilisées. En effet pour chaque stade, les projections des 

variables ont montré des associations attendues : biomasses et surface foliaire, SPAD et concentration 

en azote, rendement et composantes du rendement. De plus ces ACPs illustrent la diversité 

morphologique du panel aux trois stades avec à chaque stade des groupes de génotypes discriminés par 

les projections.  

 Concernant l’impact de la fertilisation azotée, et donc la différence entre N150 et N100, nous 

nous sommes concentrés sur l’impact sur le rendement. Ainsi la réduction de 50U supplémentaires a 

impacté le rendement de plusieurs manières: diminution, stagnation et même augmentation. Ces 

tendances sont très bien illustrées par des valeurs d’ANUE (NUE Agronomique) variant de -0,3 à 0,3 

tonnes de rendements gagnées par kg d’azote apporté (Figure 18). Par la suite les composantes de la 

NUE ont été calculées pour les deux conditions. Une ACP sur la condition N150 a alors permis 

l’identification de clusters différenciant les génotypes selon leur utilisation de l’azote (Figure 19). Ainsi 

le cluster 3 semblait désigner des plantes avec les plus hauts niveaux d’efficacité de prélèvement post-

florale, à l’opposé du cluster 2 comprenant des plantes avec les plus hauts niveaux d’efficacité de 

prélèvement pré-floral et remobilisation. Le cluster 1 qui montrait des valeurs intermédiaires dans les 

deux efficacités de prélèvement, était celui avec les plus hauts niveaux de NUE et de NUtE. A ce stade 

il semblait exister un compromis entre l’Efficacité pré florale et post florale, comme déjà observé chez 

(Kichey et al. 2007), et que c’était l’équilibre entre les deux qui permettait une haute efficacité 

d’utilisation globale. 

I.A.3.Choix de génotypes pour la suite du projet  
 Le choix des variétés à utiliser pour la suite du projet dépendait de nombreux critères. Les deux 

premiers étaient d’ordre méthodologique : en premier lieux les variétés devaient être contrastées dans 

l’expérience au champ de 2017 et caractérisées par des phénotypes de NIS différents. Ces phénotypes 

ont été évalués au laboratoire au printemps 2017. Mais des contraintes techniques ont été rencontrées. 

En effet certaines variétés étaient encore en phase de sélection et donc les quantités de graines 

disponibles ne permettaient pas leur utilisation dans une expérience au champ de plus grande ampleur. 

Enfin la collaboration avec le CFR et une autre équipe de l’UMR BGPI sur ces essais ont également eu 

un poids dans le choix final. Le Tableau 4 retrace les différents critères pris en compte et liste les variétés 

choisies : 10 pour l’expérimentations en conditions contrôlées, et 12 au champ, dont 8 en commun pour 

les deux expérimentations.   



Partie 1   I. Démarche de caractérisation de l'utilisation 
de l'azote au champ   

62 

 

 

 

  

Figure 18 : Variation de la NUE Agronomique chez 44 génotypes de riz 
tempérés 
L’ANUE est calculée par la différence de rendements entre deux fertilisations, divisée par le différentiel d’azote apporté. Les 
barres vertes représentent une augmentation de rendement supérieur à 0,05 t de grains par kg d’azote apporté, les barres 
rouges une diminution de rendement inférieur à 0,05 t, et les barre oranges les rendements « stables » (compris entre -0,05 et 
0,05). Les données sont issues de l’expérimentation champ de 2017 

Figure 19 : Projection des 44 génotypes selon les variables liées à la NUE 
Projection des individus à gauche et des variables à droite. Les couleurs de la projection des variables représentent la 
qualité de contribution. Chaque point est issu de la projection de la moyenne des deux répétitions de chaque génotype pour 
les variables étudiées. Le clustering a été fait selon une classification hiérarchique des k-means. Sont entourés en rouge les 
génotypes utilisés dans les expériences en serre, et encadrés en jaune ceux utilisés au champs.  
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Cette différence de composition des panels d’expérience vient de la quantité de graines insuffisante pour 

deux variétés encore en sélection et trop peu avancées dans le processus pour générer des stocks 

suffisants pour une expérience en champ à grande échelle. Ces variétés sont également mises en 

évidence dans les clusters décrits plus tôt (Figure 19). 

 Expériences mises en place au champs en 2018 et 2019 

 C’est à partir de cette sélection que les deux expérimentations au champ ont été menées en 2018 

et 2019. Les plans d’expérience et le protocole sont assez similaires d’une année sur l’autre et seront 

détaillés dans la Partie 2. L’objectif de cette expérimentation était de confirmer les tendances observées 

en 2017 et donc de caractériser en conditions réelles de culture l’utilisation de l’azote des douze variétés, 

toujours dans les deux conditions azotées. Toutefois il s’est avéré que la réponse au différentiel d’azote 

n’a pas été la même d’une année sur l’autre : la cause la plus probable est l’invasion de mauvaises herbes 

très importante pour la parcelle de 2018. Dans ce contexte j’ai fait le choix de séparer mon analyse en 

deux parties:  

 La diversité de la NUE entre génotypes dans la condition N150, et la plasticité de cette dernière 

d’une année sur l’autre. Ce point a été mis sous forme d’article soumis à publication pour la 

revue Field Crops Research. 

 L’impact du différentiel de fertilisation sur cette diversité, décrit à la suite de l’article dans la 

Partie 2. 

Les résultats au champ seront également mis en parallèle avec les résultats obtenus en serre décrits la 

Partie 3 et la Partie 4.  
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Tableau 4 : Récapitulatif des génotypes retenus pour le projet avec leurs 
caractéristiques 
Ce tableau référence les principales informations : le nom et le numéro SEPYA des génotypes ; leur présence dans 
l’expérience en serre et en champ ; le pays d’inscription ; le niveau des stocks des graines aptes à une expérience au 
champ ; la date de floraison de 2017 ; l’intérêt du CFR pour ces génotypes ; le phénotype NIS déjà observé 
(préliminaire) au laboratoire ; les valeurs de NUE. Les dernières colonnes illustrent le classement des efficiences de 
prélèvement pré florale (EffupPreflo) et post floral(EffupPostflo), de l’efficience de remobilisation (EffRemo) dans une 
condition de fertilisation normale (N150) et contrainte (N100). 
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II. Démarche de l'analyse fonctionnelle et sa relation avec les 

premières approches  

 Dès le début du projet un lien a pu être établi entre les résultats au champ de 2017 et le 

phénotypage NIS effectué au laboratoire pour le GWAS. Ainsi j’ai comparé les valeurs de NIS des 

génotypes communs au GWAS et à l’expérimentation de 2017, en fonction des clusters observés sur la 

Figure 19. De fait, il s’est avéré que le cluster 3, comprenant des génotypes ayant une efficacité de 

prélèvement post florale élevée et une remobilisation faible, avait une valeur NIS (rapport de du nombre 

de lésions de feuilles de riz cultivé dans deux conditions azotées) significativement inférieure aux deux 

autres clusters (p-value = 0.006**, Figure 20). Ces résultats semblaient indiquer que les variétés 

caractérisées par une faible remobilisation et/ou un fort prélèvement post-floral était les plus enclines à 

montrer une NIS élevée. Cette hypothèse a pu également s’étoffer en calculant la corrélation entre les 

valeurs de remobilisation/d’efficacité post florale et la valeur NIS transformée par la fonction inverse 

(Figure 21). Bien entendu il s’agissait de données prélevées à des moments différents du cycle dans des 

environnements différents; ainsi ces résultats n’étaient que préliminaires. Pour vérifier cette hypothèse 

(corrélation inverse entre prélèvement post-floral et NIS), il était nécessaire de mettre en relation des 

valeurs de NIS et des composants de la NUE qui auraient été établis dans le même environnement. Ceci 

nous a amené à mettre en place les expérimentations en condition contrôlée de 2018 et 2019. De plus, 

si une corrélation est possible entre la NIS et la NUE, il semblait pertinent d’essayer d'établir un lien 

fonctionnel entre les deux phénomènes afin de répondre à la dernière hypothèse décrite page 55.  

Les expériences en serres 2018 et 2019 

 Les expérimentations en serres ont été mises en place avec les 10 variétés listées dans le Tableau 

4. En 2018, deux témoins NIS (riz tropicaux) ont été ajoutés aux 10 riz japonica tempérés sélectionné 

afin d’en observer l’utilisation de l’azote. Toutefois bien que faisant partie du plan d’expérience, les 

résultats peu pertinents (traits morphologiques et utilisation de l’azote nettement supérieurs aux autres 

riz étudiés et biaisant les comparaisons) de ces témoins NIS ne seront pas abordés, et n’ont pas été 

utilisés en 2019. Ces expérimentations ont été menées dans les serres expérimentales du campus de 

Lavalette au CIRAD. L’objectif était de mettre en relation trois entités différentes, à savoir: la NUE, la 

NIS et l’état physiologique de la plante.  
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Figure 20 : Valeur de 
NIS en fonction des 
clusters de NUE calculés 
à partir des résultats de 
l'expérimentation en 
Camargue 2017 
NIS évaluée au laboratoire par le ratio 
de sensibilité entre des plantes soumises 
à un traitement N1 et des plantes 
soumises à un traitement N0. Clusters 
établis selon la projection faites en 
Figure 19. Groupes statistiques établis 
après une anova de la valeur NIS selon 
le facteur « cluster » au seuil de 0,05 
après correction de Tukey.  

Figure 21 : Corrélation entre l'Efficacité de prélèvement post floral et la 
remobilisation évaluées en champ et l’inverse de la NIS mesurée au 
laboratoire 
A Corrélation entre l’inverse de la NIS et l’Efficacité de prélèvement post florale: r²= -0.35, p-value=0.03 

B Corrélation entre l’inverse de la NIS et l’Efficacité de remobilisation r²= 0.33, p-value=0.04 

NIS évaluée en serre par le ratio de sensibilité entre des plantes soumises à un traitement N1 et des plantes soumises à un 
traitement N0. L’efficacité post florale est évaluée au champ en 2017 à partir de la quantité d’azote prélevé par les plantes 
sur 1 m² divisé par l’apport d’N fait sur 1m². La remobilisation est calculée au champ en 2017 par la différence entre la 
quantité d’N présente dans les tissus à floraison et la quantité d’azote dans les pailles, le tout rapporté à la quantité d’N dans 
les tissus à floraison. 

Chaque point est coloré selon le résultat du t-test sur le nombre de lésions pas unité de surface entre deux conditions de 
fertilisation 

NIS 

No NIS 

A 

B 
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Cette expérience a été divisée en trois grands lots de plantes : 

 Un lot de plantes « NIS », destiné à être inoculé par M. oryzae avec la souche FR94 après 4 

semaines de croissance (début de tallage) 

 Un lot de plantes « NUE », divisé à son tour en trois sous lots, chacun destiné à des mesures 

destructives de morphologie et de dosage d’azote aux trois grandes phases du cycle de la plante : 

tallage, floraison et maturité. 

 Un lot de plantes ayant subi le même traitement azoté que le lot « NIS », mais sur lequel des 

prélèvements de feuilles ont été faits pour ensuite en extraire l’ARN et les métabolites et faire 

des mesures d’expression de gènes et de concentrations.  

Le protocole exact et les résultats de cette expérience seront retranscrits dans le Chapitre III de la Partie 

2 pour l’utilisation de l’azote et dans la Partie 4 pour les données d’expression, des dosages de 

métabolites, et de NIS.  

Evaluation de la NIS de mutants de gènes candidats 

 En parallèle de ces expériences sur des génotypes cultivés, nous avons également fait des 

évaluations de NIS sur trois mutants de riz connus ou potentiellement affectés dans la NUE. Nous avons 

fait l’expérience sur un mutant (i) du gène OsGOGAT, (ii) d’un gène lié à la senescence, OsNAP, et (iii) 

des lignées transformées par l’ajout du gène de l’alanine aminotransférase de l’orge, HvAlaAT (Beatty 

et al. 2013). L’objectif était d’observer si le phénotype NIS variait entre le mutant et le sauvage. Les 

résultats et le protocole de ces expériences seront présentés dans le Partie 4.  

III. Mise en place des divers protocoles d’inoculation  

 L’évaluation de la NIS dans ce projet a été effectuée en suivant le protocole de Ballini et al 

2013. Une expérimentation NIS consiste à cultiver deux lots de riz dans la même condition de 

fertilisation et au bout de quatre semaines, deux fertilisations différentes sont appliquées: la première 

sans azote, la deuxième avec. Une inoculation avec des spores de M. oryzae est effectuée le lendemain 

de cette fertilisation, par pulvérisation de spores sur les feuilles. Les lésions sont observées après 7 à 10 

jours selon l’agressivité de la souche utilisée. C’est sur la différence du nombre de lésions apparues pas 

unité de surface entre les deux conditions azotées que le génotype est caractérisé comme NIS ou non. 

De ce fait on constate que les résultats de l’expérience dépendent de trois facteurs : le génotype de la 

plante, la souche et la fertilisation. Dans ce paragraphe je détaille les contraintes techniques auxquelles 

j’ai été confronté et les méthodes utilisées en réponses.  
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Adaptation du protocole de routine NIS 

 Le changement de la méthode de routine utilisée jusqu’alors au laboratoire en 2018 a été 

nécessaire. En effet la fertilisation était apportée une fois par semaine par un arrosage d’une solution 

nutritive commerciale, ceci durant les trois premières semaines de culture. A la quatrième semaine une 

solution fabriquée au laboratoire était utilisée sous deux formes : azote et sans azote. Or en fin 2017 

cette méthodologie a montré des effets secondaires dans la croissance des plants : disparité, plantules 

peu vigoureuses, feuilles vertes pâles presque jaunes… De ce fait le protocole de routine devait être 

changé. D’une part on ne pouvait pas évaluer l’impact de ces caractères physiologiques sur la maladie, 

et d’autre part, il était nécessaire de mener une expérience NIS en parallèle et dans les mêmes conditions 

d’expériences que celles concernant la NUE. Ainsi un nouveau protocole de fertilisation a été mis en 

place, basé sur l’utilisation d’engrais retard solide avec un apport d’azote liquide à la quatrième semaine. 

Ce protocole a été validé par une expérience préliminaire sur deux variétés témoins bien connues 

(Kasalath et Nipponbare;(Ballini, Nguyen, et Morel 2013; H. Huang et al. 2017) chacun exprimant le 

phénotype NIS (Figure 22). Ce protocole sera abordé plus en détail dans la Partie 4. 

 L’autre contrainte des expériences NIS fut que le campus de Lavalette n’était pas pourvu de 

matériel permettant l’inoculation de pyriculariose. Si des tentatives d’inoculation ont été faites au cours 

d’expériences préliminaires sur ce campus, le très faible nombre de lésion obtenu m’a contraint de 

déplacer les plantes vers le campus de Baillarguet où tout le matériel nécessaire à des expériences de 

phytopathologies en grands nombres était présent.  

Enfin, des tentatives d’inoculation ont été faites à floraison au cours de l’expérience de 2018 

pour évaluer la NIS à ce stade, ce qui n’avait jamais été fait. Ces tentatives consistaient en une 

fertilisation différentielle le lendemain de la floraison, et une inoculation le sur-lendemain, toujours suivi 

par un déplacement des plantes entre les deux campus. Aucun symptôme NIS sur feuilles n’a été observé 

pour certaines variétés, ce qui est possiblement dû à une forme de résistance ontogénique acquise par le 

riz après floraison. En revanche une tendance NIS sur panicule a été mise en évidence sur Manobi 

(Sepya_009) et Gleva (Sepya_096) (Figure 23). Toutefois les lourdes contraintes et la gestion de plantes 

adultes à inoculer, plus l’hétérogénéité des résultats NIS à ce stade, ont amené le choix de ne pas réitérer 

cette expérience en 2019.  



Partie 1  III. Mise en place des divers protocoles 
d’inoculation 

70 
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Figure 23 : Evaluation de la sensibilité des panicules à la pyriculariose 
A : Echelle de notation : groupement des panicules selon leurs niveaux de sensibilité à la suite d’une inoculation par M. 
oryzae  
Niv1 : Pas de grain touché, Niv2 : moins de 25% de grains touchés ; Niv3 : entre 25% et 50 % de grains touchés ; Niv4 : 
entre 50% et 75 % de grains touchés ; Niv5 : plus de 75% de grains touchés. 

B : Résultats obtenus sur les variétés qui montraient des symptômes sur les panicules. Le pourcentage de panicules compris 
dans chaque groupe a été évalué pour chaque niveau d’azote. Un test de khi2 a été fait par variété afin de tester la 
répartition des panicules dans les groupes pour chaque niveau d’azote. 
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Inoculation au champ : de fortes contraintes, beaucoup de 

moyens pour peu de résultats 

 Il est important de noter que des tentatives d’expérimentation de NIS au champ ont été 

effectuées en 2017 et 2018, sur les mêmes parcelles où la NUE était mesurée, avec des plans 

d’expérience similaires et avec une troisième condition azote N200. Le protocole consistait à la mise en 

place de bandes infestantes entre les micros parcelles composées d’une seule variété considérée comme 

sensible à la pyriculariose : Gines en 2017 et Paty en 2018. Au stade tallage, des plants de ces plantes 

inoculées en condition contrôlées avec des spores de FR94 ont été repiqués au sein de la bande infestante 

tous les 2 mètres afin de déclencher une épidémie. L’objectif était d’observer la propagation de la 

maladie sur ces bandes infestantes, puis sa diffusion dans les micro-parcelles d’étude, selon les 

fertilisations.  

 Aucune épidémie ne s’est manifestée en 2017, à l’exception de quelques lésions observées sur 

Paty (d’où son choix en 2018 pour les bandes infestantes). En 2017, bien que les plantes infectées 

repiquées dans les bandes infestantes aient montré des symptômes, l’épidémie s’est peu propagée au 

sein de la bande infestante. Plusieurs facteurs ont alors été soulevés pour expliquer cette absence de 

maladie : la densité de semis trop faible qui, associée avec le Mistral fréquent en Camargue, rendait le 

micro climat de la parcelle trop peu humide pour favoriser la sporulation ; la variété de la bande 

infestante trop peu sensible ; et la désynchronisation entre les phases de germination du champignon, 

les stades plus sensibles de la plante, et la période avec les meilleures conditions environnementales. De 

plus il n’était pas possible de déterminer si les lésions observées sur certaines variétés étaient dues à 

l’inoculation ou à un inoculum déjà présent dans l’environnement car les bandes infestantes ne 

présentaient pas de symptômes. 

 Le protocole de l’expérience de 2018 a été élaboré en tenant compte des observations de 2017. 

On a conservé les mêmes modalités que 2017, cependant le cultivar des bandes infestantes fut modifié, 

en utilisant la variété Paty. De plus, les semences de Paty utilisées pour la bande provenaient de 

panicules contaminées par la pyriculariose en 2017. Pour optimiser la source d’inoculum, des plants de 

riz attaqués par la pyriculariose et prélevés sur des parcelles alentours ont été implantées en plus des 

plants issus d’inoculations en laboratoire.  
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Figure 24 : Impact de la fertilisation sur la taille moyenne d'une 
lésion de pyriculariose sur le génotype Paty 
Des feuilles ont été récoltées au champ en 2018 (douze feuilles pour chaque condition). Ces feuilles sont 
ensuite scannées au laboratoire et analysées par le logiciel d’analyse d’image LeafTool. Ainsi pour 
chaque lésion identifiée la surface peut être calculée. Les boxplot indiquent la moyenne de la surface 
individuelle des lésions observée sur les parcelles soumises à 100 unités d’azote et celles soumises à 150 
unités d’azote. Statistiques effectuées par un test de Wilcoxon au seuil de 0,05. 
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Pour avoir une chance de tomber dans une période propice à la maladie, nous avons ajouté de manière 

hebdomadaire des plants infectés pendant trois semaines. Enfin un système de brumisation/aspersion a 

été installé pour optimiser les conditions d’humidité. Ce système consistait en la mise en place 

d’arroseurs placés à intervalles réguliers dans la parcelle. Ces derniers s’enclenchaient au début de la 

nuit jusqu’au matin, favorisant les conditions d’humidité propices à la pyriculariose. Toutefois 

l’ensemble de ces mesures n’a pas non plus permis l’observation d’une épidémie en 2018. Une fois 

encore, seul Paty a montré des lésions. Le nombre de plantes infectées était suffisant pour effectuer des 

études statistiques sur l’impact de la fertilisation sur ce génotype. Ainsi la fertilisation avait provoqué 

l’augmentation significative de la surface moyenne des lésions de pyriculariose sur ce génotype (Figure 

24). De manière anecdotique l’incidence d’une autre maladie a été mesurée : l’helminthosporiose ou 

« Rice Brown Spot », maladie causée par le champignon Bipolaris oryzae (téléomorphe : Cochliobolus 

miyabeanus) et connue pour être favorisée par des conditions de stress abiotiques (Barnwal et al. 2013). 

Cette maladie était présente sur l’ensemble de la parcelle, mais aucun effet de la fertilisation n’a été 

observé. 

 In fine les efforts fournis en 2018 n’ont pas donné le résultat attendu, soit une infection au 

champ. Ainsi les objectifs de phénotypage de la NIS sur le terrain n'ont pas pu pas être atteints. Et même 

si 2019 avait été plus propice à la génération de données NIS, le manque de répétitions d’une année sur 

l’autre aurait rendu ces données peu utiles. C’est pourquoi le choix a été fait de ne pas répéter ces 

tentatives de propagation de la maladie au champ en 2019. 

Choix des souches selon les expériences 

 La souche est également déterminante dans l’évaluation de la NIS. En effet il est nécessaire 

d’utiliser une souche qui soit virulente sur le ou les génotypes de riz étudiés, en prenant garde à ce que 

la souche ne soit pas trop agressive non plus. En effet un génotype complètement résistant à une souche 

donnée ne montrera pas de lésion, un génotype trop sensible en montrera tellement qu’il ne sera plus 

possible de les discerner et de mesurer l’impact de la fertilisation. Dans les deux cas il n’aurait donc pas 

été possible d’évaluer la différence entre les deux conditions. C’est sur ce principe que le choix des 

souches de travail a été fait. Ainsi, le GWAS a été élaboré initialement avec des données issues de 

plusieurs combinaisons souches-génotypes.  

  Pour des raisons de sécurité phytosanitaire, il était obligatoire d’utiliser au champ une souche 

de M. oryzae française et la souche utilisée fut FR94 connue pour être virulente sur une majeure partie 

des cultivars sensibles utilisés. Pour la suite des expériences majeures d’évaluation de la NIS en serre, 

c’est la même souche qui a été utilisée, pour pouvoir mettre en relation les expériences en champ et en 

serre. Ce choix de souche distingue ces expériences des expériences NIS menées par Ballini 2013 et 

Huang 2017 où la souche utilisée était GUY11.  
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Figure 25 : Impact de la fertilisation azotée sur le nombre de lésions par cm² selon 
la souche de M. oryzae utilisée 
Impact d’un traitement avec un « shoot » d’azote (N+1) et sans « shoot » d’azote (N) sur la sensibilité de riz japonica tempéré face aux 
souches : FR94, PH14, CL26, CL367, et FR327. La souche FR94 est celle utilisée ensuite pour les expérimentations en serre. Le 
nombre de lésions a été transformé par la fonction log pour pouvoir effectuer un test paramétrique. P-values issues d’un t-test. Un 
point noir représente une feuille. Les losanges rouges représentent les moyennes ajustées de chaque modalité. 
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IV. Démarche pour l’analyse génétique de la NIS par GWAS  

 L’étude GWAS a été faite sur 331 génotypes de riz japonica tempérés d’origines diverses, à partir de 19 

expérimentations espacées sur la période juin-décembre 2017, inoculés avec six souches de M. oryzae dans deux conditions 

azotées. Pour les génotypes sensibles à plusieurs souches, plusieurs valeurs de NIS ont été produites, une pour chaque 

souche. Dans un premier temps j’ai essayé d’utiliser l’ensemble de ces données pour générer un vecteur « phénotype NIS » 

pour l’analyse GWAS. Toutefois plusieurs éléments m’ont convaincu d’utiliser seulement les données issues des 

inoculations avec la souche CD203. La première raison est que l’ensemble des données montrait une interaction 

souche:azote:genotype (p-value = 0.008345) indiquant que, certains génotypes ne réagissaient pas de la même manière 

selon la souche, ceci était problématique car il était préférable d’avoir une valeur stable pour chaque génotype. De plus 

CD203 était la souche infectant le plus grand nombre de génotypes du panel, avec 159 génotypes parmi les 331, et montrait 

un effet global NIS propre à cette souche tandis que les autres montraient soit plus de résistance, soit aucun effet global en 

condition de fertilisation (Figure 25), mais toujours avec une interaction génotype:azote. L’étude GWAS produite avec ces 

génotypes sensibles à CD203 a été soumise à publication dans la revue BMC Plant Biology et constitue majoritairement la 

Partie 3. 
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Partie 2 : Diversité de l’utilisation de l’azote chez des 

variétés de riz adaptées aux conditions 

européennes 

 Cette partie retrace la caractérisation de l’utilisation de l’azote au champ (dans un panel de douze génotypes de riz), 

et en conditions contrôlées (dix génotypes). Il se divise en trois chapitres.  

Le premier chapitre a été soumis à publication et est consacré à l’étude de la diversité de prélèvement et d’utilisation de 

l’azote. Cette étude comporte une analyse sur la décomposition de la NUE de douze génotypes au champ, et le lien des 

composantes avec d’autres traits morphologiques et physiologiques. Pour ce chapitre, nous avons conservé les données 

acquises sur deux années de culture dans une condition de fertilisation non contraignante. Les résultats majeurs de cette 

étude sont les suivants : 

 La diversité d’utilisation de l’azote des génotypes consiste principalement en un différentiel de prélèvement post 

floral associé à un différentiel de remobilisation. Ce différentiel se maintient d’une année sur l’autre malgré le fort 

contraste environnemental entre les deux années. Nous avons également mis en évidence que ces tendances de 

prélèvement post floral était liées à la phénologie des génotypes : les variétés les plus précoces montrent une plus 

forte quantité d’azote prélevée après floraison. Cet impact de la phénologie se manifeste également dans la capacité 

d’accumulation de biomasse pré- et post-florale, ainsi que dans la translocation de cette biomasse vers les grains : 

ainsi l’accumulation de biomasse pré-florale est associée avec une forte translocation et avec une phénologie 

tardive.  

 Une corrélation est observée entre la surface foliaire de la feuille individuelle, le prélèvement post-floral et le 

caractère « stay-green ». Ainsi les variétés qui prélèvent plus d’azote après floraison sont celles qui ont les plus 

petites feuilles et qui conservent davantage de feuilles vertes jusqu’à la récolte.  

 La production de grains a varié relativement peu d’un génotype à l’autre, mais en revanche les génotypes se sont 

différenciés dans l’établissement des composantes du rendement, notamment la modulation du nombre de panicules 

et de leur taille. La compilation de ces différents résultats nous amène à discuter de la capacité de ces génotypes de 

riz à adapter la taille de leur puits au moyen du tallage et de la production de panicules, en fonction d’une part de 

leur aptitude intrinsèque à accumuler du carbone et de l’azote et d’autre part des conditions environnementales 

précoces influençant directement l’élaboration des composantes du rendement de ces génotypes. 
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 Le deuxième chapitre est consacré à l’effet d’une fertilisation réduite sur les mêmes génotypes et dans les mêmes 

conditions que le chapitre I. Les principaux résultats de ce deuxième chapitre montrent que la fertilisation modérée (i) a eu 

un impact relativement faible sur les moyennes générales de la plupart des traits mesurés à cause du contraste très fort entre 

les deux années d’expérimentation et (ii) a atténué la diversité des profils d’utilisation de l’azote observée dans le premier 

chapitre. Nous supposons alors que l’absence de la 3e fertilisation (N100), comparée au traitement N150, est la cause de la 

perte de diversité de réponse. En effet la principale cause de cette diversité a été dû au prélèvement post-floral, or l’absence 

de la dernière fertilisation a réduit la quantité d’azote disponible après floraison ne permettant plus une mise en évidence 

du prélèvement post-floral. Ce chapitre renforce également la capacité des génotypes à devenir plus efficients dans leur 

utilisation de l’azote en conditions moins favorables (2018). Ainsi les 50U supplémentaires ne seraient réellement valorisées 

pour produire du grain que dans un environnement contraint. Dans le cas contraire (N150), l’azote en surplus ne serait pas 

utilisé dans l’établissement du rendement mais serait soit directement transféré vers les panicules (augmentant le taux 

d’azote des grains) soit non prélevé. Ce chapitre nous permet in fine d’établir une hypothèse sur une stratégie de fertilisation 

qui se baserait sur l’estimation du profil d’utilisation de l’azote d’un génotype en fonction des proxy mis en évidence dans 

le chapitre I. 

 Le dernier chapitre de cette partie est consacré à la caractérisation de dix génotypes japonica tempérés en conditions 

contrôlées, dont huit communs avec les essais au champ. Cette expérience a été menée dans des pots en serre expérimentale 

selon deux modalités de traitement azoté. Les avantages de cette expérience étaient de pouvoir (i) caractériser le 

prélèvement et l’utilisation des génotypes sans perturbations environnementales, (ii) connaitre exactement la quantité 

d’azote dans le pot donc disponible pour la plante, et (iii) obtenir des données de physiologiques et morphologique obtenues 

dans les mêmes conditions que celles pathologie et de biochimie analysées dans la Partie 4. Il est intéressant de constater 

que le principal résultat des deux premières parties obtenu au champ, la diversité d’utilisation de l’azote vient surtout du 

prélèvement post-floral, est confirmé en milieu contrôlé. En revanche aucun lien n’a été fait en serre entre la date de 

floraison des génotypes et leur dynamique d’accumulation de biomasse. De même, nous avons constaté à nouveau que la 

NUE était dépendante des deux composantes NUpE et NUtE qu’en conditions favorables. En effet, en conditions de 

contrainte azotée, seule l’efficience d’utilisation de l’azote est déterminante. Enfin, nous proposerons un modèle décrivant 

les dynamiques de prélèvement et d’utilisation de l’azote par la plante selon ses caractéristiques morphologiques et 

physiologiques.  
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Abstract 1 

Reducing nitrogen leaching and nitrous oxide emissions towards more sustainability in agriculture 2 

implies to better identify and characterize the different patterns in nitrogen use efficiency by the crops. 3 

This study focused on the pre- and post-floral biomass accumulation and nitrogen uptake and utilization 4 

of twelve temperate japonica rice genotypes grown during two seasons under European conditions and 5 

required fertilization, and the relationship of these dynamics with key morphological traits. The diversity 6 

in nitrogen use of the genotypes under study consisted mainly in significantly different patterns in 7 

nitrogen post-floral uptake and remobilization. These differences were reported for the two seasons 8 

despite the strong contrast in biomass production between the two years. Early-maturing rice genotypes 9 

were those with the highest rate of post-floral nitrogen uptake associated with the lowest pre-floral 10 

biomass accumulation and nitrogen remobilization to the grain. This pattern was not attached to any 11 

significant differences in grain yield and in yield components, but associated with higher grain number. 12 

Post-floral nitrogen uptake in temperate rice was, however, correlated with high tiller efficiency, stay-13 

green pattern, small individual leaf area, and higher nitrogen content in the straw at maturity. Early-14 

maturing genotypes appeared more efficient in uptaking nitrogen while late-maturing genotypes 15 

appeared more efficient in utilizing nitrogen through higher rate in remobilization. These different ways 16 

in dealing with the nitrogen resource in temperate rice were discussed with respect to plant sink 17 

regulation like tiller and panicle production and the intrinsic ability of the plant to accumulate carbon 18 

and nitrogen. The interest of post-flowering nitrogen uptake associated with extended plant 19 

photosynthesis through stay-green and higher nitrogen content in the straw was suggested as an avenue 20 

for higher yield potential and more sustainable crop management and soil fertility. 21 

Keywords: Temperate Rice; Post-floral Nitrogen Uptake, Nitrogen Remobilization, Stay-Green, 22 

Individual Leaf Area, Sink Regulation. 23 

Abbreviations 24 

C: Carbon; DW : Dry Weight ; FiRate : filling rate  ; HI : Harvest index ; GP :Grain Production; 25 

GrNB_Pa : total grain number per panicle ; LA : Leaf Area ; LAind : Individual leaf area ; N : Nitrogen; 26 

NIRS: Near Infra Ref Spectrum; NUE : Nitrogen Use Efficiency; NRE: Nitrogen remobilization 27 

Efficiency; NUpE : Nitrogen Uptake Efficiency; NUtE :Nitrogen Utilization Efficiency; N% : nitrogen 28 

amount ; TilNB :total tiller number ; Till.Eff: Tillering efficiency ; 1000GrDW : Dry Weight of 1000 29 

Grains.30 
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Introduction 1 

 Rice (Oryza sativa L.) is the third produced cereal crops globally. It is the staple food of many 2 

southern countries, making it the most consumed unprocessed cereal in the world (FAO, 2018). In view 3 

of the population growth observed since 1960, rice production will have to increase up to 850 million 4 

of tonnes in 2030 to meet the demand (Khush 2005). Considering breeding for high yield stays as a 5 

major target for rice breeders, the intensive input of fertilizers has been one principal strategy of modern 6 

agriculture to increase yield. That is why most modern rice varieties have been selected under normal 7 

or high nitrogen (N) conditions to achieve maximum grain yield (Wei et al. 2011). However, the 8 

recovery of applied N is low, with only 33% of the applied N ending up into the grain (Raun et al. 2002). 9 

This is particularly the case in rice grown in flooded conditions where it is able to absorb only 30-35% 10 

of N inputs (Zhao et al. 2010). Therefore, N fertilizers create environmental hazards through (i) nitrate 11 

leaching and run-off leading to pollution of groundwater, rivers and oceans, (ii) nitrous oxide emissions 12 

leading to air pollution with the increase in greenhouse gas concentration, and (iii) algal blooms and fish 13 

deaths associated with denitrification by soil bacteria especially in irrigated rice (Ghosh et Bhat 1998; 14 

de Miranda et al. 2015). This is even more problematic in rice paddies located next to protected areas 15 

like in the Camargue region in the South of France. In addition, the rising price of N fertilizers makes it 16 

a substantial economic cost for rice farmers. Breeding for N-efficient cultivars is one main approach to 17 

reduce non-desirable N fertilizer inputs while maintaining acceptable yields. This ability is called the 18 

Nitrogen Use Efficiency (NUE) commonly determined as the amount of yield (or biomass) by N 19 

available (Xu et al. 2012; Han et al. 2015). Several studies have highlighted genotypic differences in 20 

NUE for many crop including wheat  (Le Gouis et al. 2000; Dawson et al. 2011; Hawkesford 2017) and 21 

in rice (Ladha et al. 1998; Wei et al. 2011; Hu et al. 2015; Zhang et al. 2020).  22 

The Nitrogen Use Efficiency (NUE) can be decomposed into two components: (1) N-uptake efficiency 23 

(NUpE; ability to uptake N) and (2) N-utilization efficiency (NUtE; ability to convert N uptake in grain 24 

dry matter) (Xu et al. 2012; Han et al. 2015). The NUpE is usually decomposed according to the date of 25 

flowering, as pre-flowering NUpE and post-flowering NUpE (Kichey et al. 2007; O. Gaju et al. 2011). 26 

Another additional trait related to NUE is the N remobilization efficiency (NRE) which directly impacts 27 

NUtE. Indeed, circulation of N in the vegetative and reproductive organs is central in determining grain 28 

yield in rice (Guindo et al. 1992) and wheat ( Gaju et al. 2014). These N fluxes are regulated by the 29 

source-sink relationships in-between plant organs. During the vegetative phase, the leaves are the main 30 

sink for N, the sink force depending on leaf age. During grain filling, N is remobilized through leaf 31 

senescence in the developing seeds mainly as amino acids to contribute to the nutritional value of the 32 

rice grain (Yoneyama et al. 2016). In fact, productivity of rice is usually correlated with NUpE, 33 
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especially post-flowering NUpE (HongTing et al. 2012; Li et al. 2014), suggesting that increasing N 1 

uptake after flowering is central to increase rice yields (Qiao et al. 2012).  2 

The post-flowering N remobilization carries two main dilemma. On one hand, remobilizing N from the 3 

stems reduces tiller vigor and the ability of the tiller to support a large panicle. On the other hand, 4 

remobilizing N from the tiller leaves reduces the duration of plant photosynthesis and the ability of the 5 

plant to capture carbon (C) to fill the grain. Indeed, C is a major component of grain yield, assimilated 6 

by photosynthesis and stored in the straw before flowering, then remobilized to the grain after flowering. 7 

At the same time, N is a key element in the photosynthesis system, being the central component of the 8 

Rubisco (Imai et al. 2008). The “stay-green” phenotype has been described as one maintaining its leaves 9 

green for an extended period during grain filling and so being beneficial to the productivity by preserving 10 

photosynthesis and C assimilation (Cock et Yoshida 1972) but detrimental to remobilization 11 

(Hörtensteiner 2009; Foulkes et al, 2009). In contrast, an earlier leaf senescence is often associated with 12 

a good remobilization, and that of the flag leaf is a good indicator (Uauy et al. 2006). And remobilization 13 

can be also associated with high yield, with also high N content in the grain being essential for its 14 

nutritional value and milling quality (amount of protein) especially for wheat (Fuertes‐Mendizábal et al. 15 

2012; Barraclough, et al. 2014). The major part of remobilized N within the grain at maturity, commonly 16 

reported in the literature, suggests that (i) N remobilization for grain filling is a substitute for post-17 

flowering N uptake, and (ii) leaf senescence is rapid and C assimilation during grain filling limited. 18 

During grain filling, the increase in C assimilation and the expression of the stay-green trait would be 19 

favored favored if post-flowering N uptake is greater. 20 

The selection for post-flowering N uptake appears then as a promising avenue to improve overall N 21 

uptake efficiency, reduce mineral N residues, and increase rice yields as it shall come with higher C 22 

assimilation through extended plant photosynthesis. Whether this trait is associated with higher or lower 23 

NRE in temperate rice will be addressed in the present study. In fact, the genotypic diversity of NUE 24 

components has been well studied in many environments for wheat (Kichey et al. 2007; O. Gaju et al. 25 

2011; Bogard et al. 2011; Gaju et al. 2014; Taulemesse et al. 2015), however, it has been poorly studied 26 

at the field level for rice, especially in non-tropical areas like in the Mediterranean basin. The main 27 

objectives of this paper are to (i) quantify if a diversity in pre- and post-flowering N uptake exists within 28 

a set of twelve contrasted European genotypes grown in the South of France, and (ii) evaluate whether 29 

remobilization and post-flowering N uptake can be combined to improve plant NUE, and (iii) identify 30 

phenotypic markers associated with NUE and agronomic performances. 31 
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Methods 1 

Site description and Crop Management  2 

 Two field experiments have been conducted at the experimental station of the French Rice 3 

Center (Centre Français du Riz, CFR), Fourques, France (Mas d’Adrien; 43°42'16.8"N 4°33'31.7"E) 4 

from May to October 2018 and 2019. The experimental plan was a randomized complete block design 5 

(RCBD), with four replications in 2018 and five replications in 2019. The experiment included twelve 6 

japonica temperate rice cultivars adapted to European conditions with variable precocity (Supplemental 7 

1/Annexe 2). Sowing was carried out on May 9th 2018 and May 7th 2019 at a rate of 500 grains/m2 in 8 

2018 and 600 grains/m² in 2019, set up with the 8-row seed drill in elementary plots of 10 m² (1.65 x 6 9 

m), then watered the following day.  10 

 Each year was conducted on a different field. In 2018, the soil was described as 16% of sand, 11 

22% of clay and 62% of silt with pH of 8.3, 1.3% of organic matter and 1.23 g.kg-2 of N, and the previous 12 

crop was maize. In 2019, it was 21% of sand, 22% of clay and 57% of silt with pH of 8.5, 1.9% of 13 

organic matter and 0.92 g.kg-2 of N, and the previous crop was durum wheat. Weather data have been 14 

collected by a local meteorological station (43.704 ° N, 4.561 ° E, and altitude: 3 meters). It is an 15 

automatic CIMEL 516i type station, equipped with sensors for temperature, humidity, insolation, 16 

radiation, and wind, providing data on hourly time or daily time. 17 

 Nitrogen fertilization was common to the whole experiment area for both trials with three 18 

applications of 50 units of nitrogen. The first one was done during April before sowing with an 19 

application of 14-18-18-19 NPKS fertilizer. Then 50 units were applied manually on June 23th 2018 and 20 

on June 26th 2019 at the tillering stage (110 kg/ha of urea granules). The last fertilization (110 kg/ha of 21 

urea granules) was carried out manually on July 19th 2018 and the July 20th 2019 at heading stage. 22 

Sampling and Measures 23 

 Emergence evaluation has be done one month after each sowing. This evaluation was carried 24 

out by counting the number of plants on a 1 meter transect. 25 

 Flowering stage was reached when the stamens were visible on more than 50% of the plot. 26 

Maturity stage was determined when 80% of grains were yellow-colored.  27 

 For each stage, all plants on a 20 cm transect in a randomized location were sampled and placed 28 

in a plastic bag containing water and brought to the laboratory.  29 
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  1 

Stage Trait mesured Unit description 
TillNb No unit Number of tills

LA1.Indiv cm² Mean of Area of 10 Flag Leaves

LA2.Indiv cm² Mean of Area of 10 Leaves under the Flag Leaves

%N.St % of N per g Amount of total nitrogen contained in 1g of stems dry weight

%N.Lf % of N per g Amount of total nitrogen contained in 1g of leaves dry weight

LA cm² Leaf area

StDW g/m² stems dry weight (including juvenile panicles)

LfDW g/m² leaves blade dry weight

ShDW g/m² Sum of stems and leaves dry weight

SG_Lf No unit Number of leaves stayed green

%N.Str % of N per g Amount of total nitrogen contained in 1g of straws dry weight

%N.Gr % of N per g Amount of total nitrogen contained in 1g of grains dry weight

StrDw g/m² Dry weight of straw.

GP g/m² Dry weight of total filled grains.

FiRate % Percent of filled grain. Obtained dividing DW of filled grains by the total DW of grains sampled.

GrNB_Pa No unit Number of grains by panicle. Obtained dividing total grains number by the number of panicles

PaNb No unit Number of panicles by m².

Till.Eff % Rate of productive tills rapported to the TilNb

GrNB No unit GrNB/Pa*PaNb

1000GrDW g Dry weight of 1000 filled grains.
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Tableau 5:List of traits measured 
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At flowering, total tiller number per sample (Flo.TilNB) was determined and plant height from the plant 1 

base to the highest ligule was calculated. For each sample, plants were separated into green leaf blades, 2 

dead leaf blades, and stems (sheaths, internodes and nodes, and panicles when present). The individual 3 

leaf area (LA) of 10 flag leaves (LA1ind) and of the 10 leaves of the same tillers located just below the 4 

flag leaves (being also the second youngest leaves of the tiller after the flag leaves) (LA2ind) were 5 

measured right after being detached from the plant with a leaf area meter (LI-3100C Area Meter, Li-6 

Cor, Lincoln, NE, USA). The area of all the remaining green leaves were also measured with a leaf area 7 

meter as soon as they were detached to avoid the leaves to dehydrate and roll. Samples of flag leaves, 8 

second youngest leaves, remaining green leaves, dead leaves, and stems, were then placed in paper bags 9 

and dried within 72 h in an oven at 60°C before weighing. Plant organs were then weighted 10 

independently and shoot dry matter was calculated as the sum of the dry matters of leaf blades, stems, 11 

and dead leaves. Values were multiplied by 25 to obtain data at a square meter basis.  12 

 At maturity, total tiller (including dead tillers) and panicle numbers per sample were determined 13 

and plant height from the plant base to the highest ligule was calculated. For each sample, plants were 14 

separated into green leaf blades, dead leaf blades, stems (sheaths, internodes and nodes), and panicles. 15 

Tillering efficiency (Till.Eff) was calculated as the ratio of panicle number divided by tiller number 16 

counted at flowering. Samples of green leaves, dead leaves, stems, and panicles, were then placed in 17 

paper bags and dried within 72 h in an oven at 60°C before weighing.  18 

Dried grains were separated from the rachis, and filled and unfilled grains were separated with respect 19 

to a flow rate of 4 m3/s using a Seedburo blower (KL-1205, Seedburo, Chicago, IL, USA). The weight 20 

of total filled (Grain Production, GP) and unfilled grains, and 50 filled and unfilled grains and, by 21 

computation, the number of filled and unfilled grains per panicle, were determined. The 1000 filled 22 

grain dry weight (1000GrDW) and the total grain number per panicle (GrNB_Pa) were calculated. The 23 

filling rate (FiRate) was computed as the ratio of filled grain number to the total grain number. Harvest 24 

index (HI) was computed as filled grain dry matter divided by shoot dry matter.  25 

 The dried plant organs described above were then crushed with a sieve of 1mm. The nitrogen 26 

amount (N%) of the resulting shred was measured by Near InfraRed Spectrometry (NIRS). NIRS 27 

analysis was done on dried and ground samples, on a NIRSystem5000 spectrometer (wavelengths 1100–28 

2500 nm). All samples were scanned twice and the spectra were averaged. The calibration equation was 29 

issued from a CIRAD database built with 2000 samples of various plants, enriched with the computing 30 

of NIRS measurements and the chemical measurements of N with the Kjedahl method conducted on 34 31 

of our samples. Each concentration of N used in this study was a prediction calculated from this 32 

calibration. Validation of the results showed a good precision of the predictions, with R² and SECV of 33 

respectively 1.1 and 0.93. The Tableau 5 summaries all trait measured.  34 
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Traits Calculation 1 

Several traits have been calculated from the measurements described previously: 2 

The Harvest Index (HI) is the ratio of Grain Production divided by total biomass:  3 

Eq 7 𝑯𝑰 =  
𝑮𝑷

𝑮𝑷+ 𝐒𝐭𝐫𝐃𝐰  
 4 

The amount of total N uptaken up to flowering (𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑓𝑙𝑜 ) and up to maturity (𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒

𝑇𝑜𝑡 ) have been 5 

calculated by computing the NIRS results with the dry matter of plant organs.  6 

Eq 8 𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝒑𝒓𝒆 𝒇𝒍𝒐

=  𝑺𝒕𝑫𝑾 × %𝑵. 𝑺𝒕 +  𝑳𝒇𝑫𝑾 × %𝑵. 𝑳𝒇 7 
Eq 9 𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆

𝑻𝒐𝒕 = 𝑺𝒕𝒓𝑫𝑾 ×   %𝑵. 𝑺𝒕𝒓 + 𝑮𝑷 ×  %𝑵. 𝑮𝒓 8 

The amount of N uptaken between flowering and maturity have been established by the calculation 9 

below 10 

Eq 10 𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝒑𝒐𝒔𝒕 𝒇𝒍𝒐

= 𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝑻𝒐𝒕 − 𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆

𝒇𝒍𝒐  11 

The Nitrogen Remobilized was estimated by the difference between the total amount of N measured at 12 

flowering and the amount of N measured in the straw at maturity. This calculation assumes that most of 13 

the 𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑝𝑜𝑠𝑡 𝑓𝑙𝑜 is transferred directly into the grains, the rest being negligible. 14 

Eq 11 𝑵𝑹𝒆𝒎𝒐 = 𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝒑𝒓𝒆 𝒇𝒍𝒐

− 𝑺𝒕𝒓𝑫𝑾 ×  %𝑵. 𝑺𝒕𝒓 15 

The post-flowering dry biomass accumulation were calculated as:  16 

Eq 12 𝒑𝒐𝒔𝒕𝑫𝑾𝒂𝒄𝒄𝒖𝒎𝒖𝒍𝒂𝒕𝒊𝒐𝒏 =  𝑮𝑷 +  𝐒𝐭𝐫𝐃𝐰 − ( 𝑺𝒕𝑫𝑾 +  𝑳𝒇𝑫𝑾 ) 17 
The translocation of dry matter from the vegetative organs to the grains have been calculated as:  18 

Eq 13 𝑫𝑾𝒕𝒓𝒂𝒏𝒔𝒍𝒐𝒄𝒂𝒕𝒊𝒐𝒏 =  ( 𝑺𝒕𝑫𝑾 +  𝑳𝒇𝑫𝑾 ) −  𝐒𝐭𝐫𝐃𝐰 19 
 20 

The Nitrogen Utilisation Efficiency (NUtE) was the amount of dried biomass produced by the amount 21 

of N uptaken. Two kind of NUtE have been calculated, one as the total of dried aboveground biomass 22 

produced at flowering, and the other as the total of dried grain weight at maturity. Both were calculated 23 

as:  24 

Eq 14 𝑭𝒍𝒐𝒓. 𝑵𝑼𝒕𝑬 =  
𝑺𝒉𝑫𝑾

𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝑻𝒐𝒕       25 

Eq 15 𝑮𝒓. 𝑵𝑼𝒕𝑬 =  
𝑮𝑷

𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝑻𝒐𝒕  26 
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Statistical analysis  1 

The principal component analysis, clustering analysis and plotting have been done with FactoMineR 2 

and FactoExtra packages following the method described by Husson et al (2010). We used the genotype 3 

as a supplemental qualitative variable. Clustering have been done to classify genotypes. It was calculated 4 

with the barycenter coordinate of each genotype. A complete Pearson correlation matrix have been 5 

calculated for all traits and tests for the significances of this correlation have been done with base R 6 

software and plotted with Corrplot package. 7 

The genotypic diversity have been established following the linear model below: 8 

𝑌𝑛 = 𝜇 + 𝜆𝑛 + 𝛼𝑖 + 𝑘(𝛼𝑖) + 𝛽𝑗+(𝛼𝛽)𝑖𝑗+𝜀𝑛 9 

With 𝑌 as the trait observed, 𝜇 as the theoretical mean, 𝜆𝑛 the level of emergency; 𝛼𝑖 the fixed years 10 

effect, 𝑘 the bloc effect nested with year effect 𝛼𝑖; 𝛽𝑗 the genotype fixed effect; (𝛼𝛽)𝑖𝑗  the year:cultivar 11 

interaction effect; and 𝜀𝑛 as residuals. Factors effects on each variable have been calculated by ANOVA, 12 

with the R software. Models have been run with the lme4 package, and adjusted means calculation and 13 

posthoc analysis have be done with the emmeans package.14 



Partie 2. Chapitre I   Results 

88 

  1 



Partie 2. Chapitre I   Results 

89 

 1 

Results 2 

The contrast in crop phenology and yield components highlights the large genotypic diversity 3 

under study, but with substantial compensation effect between yield components 4 

 Genotype diversity across the 12 temperate japonica rice genotypes under study was peaked 5 

through anthesis time that ranged over three weeks. The phenology was consistent across years even 6 

though anthesis occurred in average three days later in 2019 than in 2018 with some differences 7 

respective of the genotypes: the highest change in phenology was seven days reported with Paty and 8 

Mambo (Supplemental 2/Annexe 3) while it was unchanged with Sepya024 and Gageron. These two 9 

growing periods were characterized with substantial differences in climate conditions and soil fertility. 10 

Climate conditions were more favorable in 2019 than in 2018, with global radiation cumulated over the 11 

whole crop cycle of 349 vs 318 kJoules cm-1 and maximum vapor pressure deficit averaged over the 12 

crop cycle of 2.6 vs. 2.9 kPa. Air temperature was similar across growing periods whereas air was dryer 13 

in 2018 than in 2019. Meanwhile, soil fertility was higher in 2018 than in 2019, with a soil nitrogen 14 

release potential measured at time of sowing of 34 unit ha-1 in 2018, but only 18 unit ha-1 in 2019. The 15 

phenology data were then averaged over the two years and used to cluster the 12 genotypes within three 16 

maturity groups, early (days post sowing <95), intermediate (95<days post sowing <100), and late (days 17 

post sowing >100). The largest group, the intermediate one, comprised seven genotypes. 18 

 Grain production measured from the sampling area was correlated with grain yield collected by 19 

mechanical harvesting from the whole plot over both years (Supplemental 3/Annexe 4). Grain 20 

production was subjected to a global Year effect with a mean value in 2019 almost twice as high as that 21 

in 2018, that was 1086 and 564 g m-² respectively, which highlighted the differences in growing 22 

conditions across years reported earlier. A same tendency was, however, reported across genotypes (no 23 

Year:Genotype interaction) although values were not significantly different in 2018 (Figure 26A): grain 24 

production was appreciably higher with the early maturity group. 25 

Figure 26  Genotypic diversity of Grain Production and its components 
A. Anova summary table of the effect of Emergency, Year, Genotype and Year:Genotype on the Grain Production (GP), the 

Rate of filled grains, the 1000 grains dry weight (1000GrDW), the number of grain by panicles and the panicles 
numbers. 

N.S P>0.1; .P<0.1;*P <0.05; **P <0.01 and ***P <0.001 Df: Degree of freedom 

B. Adjusted Mean and standard errors of GP and its components of each genotypes in 2018 and 2019. Letters group have 
been established by year with post hoc test done a the linear model described in M&M with a Tukey adjustment. Two 
bare plots showing same letter indicated no significant (P<0.05) difference between. Groups of phenology depend of the 
date of flowering correspond to the mean date of both years as  : 

Early: < 95 days 
Intermediate: <100 days 
Late: >100 days 
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 Highest values were that of Manobi in the early group, Sepya016 and Brio (and Gines in 2018) in the 1 

intermediate group, and Gageron in the late group. In 2019, the year of favorable conditions, highest 2 

grain production was reported with Manobi (1390 g m-2) and Sepya016 (1253 g m-2), one early and one 3 

intermediate genotypes (Figure 26 B). A Year effect was also observed for yield components except for 4 

grain size (1000GrDW) (Figure 26 A). The largest Year effect was reported for panicle number that 5 

increased significantly from 389 to 569 m-2 from 2018 to 2019, this component being also the first of 6 

the yield components to be established and fixed during plant development. The second largest Year 7 

effect was reported for panicle size (grain number per panicle, that increased appreciably from 64 to 75 8 

from 2018 to 2019), which is the second of the yield components to be fixed during plant development.  9 

Considering most of the plant plasticity across both years was accounted by panicle number and panicle 10 

size, the changes in grain size and fertility rate (rate of filled grain) were less impacted by years (Figure 11 

26 B). The fertility rate raised significantly from 83% to 87% while grain size, quite stable respective 12 

of the genotypes, was maintained at around 27 g for both years (no Year effect).  13 

 Genotypic diversity across the 12 genotypes was also peaked through the range of variation in 14 

yield components for which maturity group was not a determinant factor: a Genotype effect was reported 15 

for each of the four yield components (Figure 26 A). In particular in 2019, panicle number across 16 

genotypes varied from 300 to 750 panicles m-2, panicle size from 50 to 100 grains per panicle, grain size 17 

from 22 to 30 g, and fertility rate from 0,8 to 0,9. No Year:Genotype interaction was reported for panicle 18 

number and grain size: Cigalon, Brio, Sepya016 and Gageron were characterized with large panicle 19 

number while Manobi, Gleva, Sepya029 and Mambo were characterized with large grain size (it is 20 

noteworthy that each set represents the three maturity groups). The absence of Year:Genotype 21 

interaction for panicle number while one was reported for panicle size highlighted that the increase in 22 

panicle number with year was strong with all genotypes whereas the plasticity in panicle size with year 23 

was not that high for some of the genotypes. The genotypic diversity also exhibited a large compensation 24 

effect (Figure 26 B): in 2019 as an example, the genotypes characterized with the highest panicle 25 

numbers (Cigalon, Brio, Sepya016 and Gageron) were also those with the lowest panicle size (Cigalon), 26 

the lowest grain size (Brio and Gageron), or intermediate panicle size and grain size (Sepya016). At the 27 

same time, the genotypes with the largest grain size (Manobi, Gleva, Sepya029 and Mambo) were also 28 

those with the lowest panicle number (Gleva), the lowest panicle size (Mambo), or intermediate panicle 29 

number and panicle size (Manobi and Sepya029). Also, the genotype with the largest panicle size (Paco) 30 

was that with the lowest panicle number. In fact, similar performance in grain production was reached 31 

through different combinations in yield components, as observed in 2019 where the genotypes with the 32 

largest grain production Manobi and Sepya016 were characterized with the highest grain size (Manobi) 33 

or the highest panicle number (Sepya016) (Figure 26 B).  34 
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Early genotypes are characterized with the lowest biomass remobilization to the grain and the 1 

highest biomass accumulation during grain filling 2 

 Genotype diversity in biomass accumulation and harvest index, in comparison to that in yield 3 

components, seemed follow crop phenology (Tableau 6). This was valid for variables like values of 4 

harvest index and pre-flowering biomass, and estimates of pre-flowering biomass remobilized to the 5 

grain and post-flowering biomass accumulated. Indeed, short-cycle genotypes, those that obviously 6 

accumulated the lowest quantity of pre-flowering biomass (less than 450 g in 2018 and around 1050 g 7 

in 2019), were also those with the lowest biomass remobilization, the highest post-flowering biomass 8 

accumulation (up to 770 g in 2018 and 1550 g in 2019) and the highest harvest index (between 56 and 9 

60%, except for Cigalon in 2019) (Tableau 6).  10 

In other terms, short-cycle genotypes were able to accumulate more biomass during the post-flowering 11 

phase than during the pre-flowering phase. In addition, short-cycle genotypes were able to accumulate 12 

more biomass than intermediate-cycle genotypes during the same amount of time, i.e. the grain-filling 13 

phase that lasted 48 and 50 days in 2018 and 2019, and 46 and 55 days in 2018 and 2019, for the short- 14 

and intermediate-cycle genotypes, respectively. In contrast, the differences in pre-flowering biomass 15 

accumulation between short- and intermediate-cycle genotypes were mainly associated with the 16 

differences in the duration of the pre-flowering phase, 86 and 95 days in 2018 and 2019, and 91 and 98 17 

days in 2018 and 2019, respectively. As observed with grain production and yield components, a strong 18 

Year effect was reported at flowering for biomass accumulation and biomass partitioning data. Indeed, 19 

pre-flowering shoot biomass varied between 357 and 694 g in 2018 and between 1022 and 1511 g in 20 

2019, while biomass partitioning between leaf and stem (leaf ratio) at flowering varied between 16 and 21 

23% in 2018 and 20 and 26% in 2019 (Tableau 6). The Year effect, which was strong in the case of 22 

pre-flowering biomass accumulation (differences were from double to triple), was only observed with 23 

four genotypes (Cigalon, Sepya029, Paco, and Brio) in the case of harvest index harvest, which varied 24 

similarly in each year, between 48 and 61% in 2018, and 47 and 60% in 2019 (Tableau 6). Meanwhile, 25 

the two varieties with the highest grain production, Manobi and Sepya016 (Figure 26), were also 26 

characterized with high mean harvest index, 57 and 59% respectively, while the lowest grain production 27 

and lowest mean harvest index (48%) were reported with Mambo (Tableau 6). It is noteworthy here 28 

that grain production and harvest index were correlated (r²=0.43 in 2018 and r²=0.46 in 2019, 29 

Supplemental 4/Annexe 5) even though grain production, to the difference of harvest index, was only 30 

slightly associated with maturity groups (Figure 26). Indeed, in the case of Manobi, high grain 31 

production (Figure 26) was associated with the highest post-flowering biomass accumulation (to 32 

compensate the low pre-flowering biomass accumulation, Tableau 6), while, in the case of Sepya016, 33 

it was associated with a high pre-flowering biomass accumulation and remobilization (that may have 34 

down-regulated post-flowering biomass accumulation).   35 
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Pre- and post-flowering N uptake are solid discriminants across genotypes, with early 1 

genotypes expressing a tendentious ability to uptake N during grain filling 2 

 Plant N uptake was significantly higher by 50% in 2019 than in 2018 (Figure 27), as was the 3 

difference in grain production (Figure 26) and biomass accumulation (Tableau 6), but with the absence 4 

of Year:Genotype interaction for these three variables. When N uptake is described by pre- and post-5 

flowering uptake, and pre-flowering N uptake is partitioned between straw N at maturity and N 6 

remobilized to the grain (Figure 27), it is confirmed that the genotype-based patterns of N and biomass 7 

accumulation and remobilization (Tableau 6 and Figure 27) were similar. In addition, most of the 8 

genotypic variation between 2018 and 2019 was mainly accounted by the pre-flowering N uptake, in 9 

comparison to the post-flowering N uptake, with a Year:Genotype interaction reported for the part of N 10 

that was maintained in the straw at maturity. Interestingly, post-flowering N uptake was significantly 11 

lower, and pre-flowering N uptake significantly higher, in favorable growth conditions (2019, Figure 12 

27). As a result, post-flowering N uptake appears as up-regulated under stressing conditions (2018). 13 

 Post-flowering N uptake in each year was the highest variable component across genotypes, 14 

with differences more contrasted in 2019 under favorable conditions (Figure 27). The analogy observed 15 

earlier for biomass and N accumulation indicates that the diversity in N uptake tends to be also associated 16 

with maturity groups, with post-flowering N uptake appreciably higher for earlier genotypes. Globally, 17 

some genotypes like Paco and mainly Gleva seemed to have a poor ability to uptake post-flowering N. 18 

They were significantly different from genotypes like Cigalon, Manobi, Paty and Gines that uptook an 19 

average of 5 g N m-² after flowering. Values of the other genotypes were intermediate, between 0.8 g to 20 

4.7 g N m-2. In contrast, genotypes like Gleva and Sepya016 were characterized with the highest N 21 

remobilization values of more than 9 g N m-2, corresponding to 85% and 76% of their respective pre-22 

flowering N uptake (Figure 27). To the difference of Manobi, for which high grain production was 23 

associated with high post-flowering N uptake, high grain production of Sepya016 was associated with 24 

high N remobilization. However, Sepya016 exhibited also high post-flowering N uptake despite being 25 

part of the intermediate group. Interestingly, post-flowering N uptake was correlated with straw N rate 26 

at maturity (r²=0.47, Supplemental 4/Annexe 5). Namely under favorable conditions (2019), the straw 27 

N content at maturity was maximal with four genotypes, Manobi, Paty, Gines and Cigalon, with more 28 

than 3.5 g N, which were also the genotypes with the highest post-flowering N uptake (Figure 27). At 29 

the same time, straw N content (and post-flowering N uptake) was minimal with Gleva and Paco at 2.1 30 

g N. The remobilized N, and so the pre-flowering N uptake, was the predominant N part whatever the 31 

year and the genotype, which highlights the importance of the pre-flowering phase in accumulating N 32 

materials lately transferred to the grain. The post-flowering N uptake, however, was the most 33 

discriminant part across genotypes and was, in that sense, correlated with the grain production itself 34 

(r²=0.57 in 2018 and r²=0.77 in 2019 Supplemental 4/Annexe 5).  35 
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Figure 27 Diversity of Nitrogen uptake and remobilization of twelve 
genotypes in two contrasted years 
A. Anova summary table of the effect of Emergency, Year, Genotype and Year:Genotype on the quantity of nitrogen uptake 
before and after flowering (respectively N_up_pre and N_up_pos), the sum of both (Ntot), and the quantity of nitrogen 
remobilized to grain (N_Remo) and stayed in straws (N_in_Straw) 

N.S P>0.1; .P<0.1;*P <0.05; **P <0.01 and ***P <0.001 Df: Degree of freedom 

B. N_in_Straw (dark grey), N_Remo (light grey) and N_up_post (white) adjusted mean of each genotypes in 2018 and 2019. 
Graphics are ploted on the 0:25 Y scale to illustrate uptaking dynamics but involved the hide of negative values for Paco, 
Gleva and Gageron probably caused by senescence, Letters group have been established by year with post hoc test done a 
the linear model described in M&M with a Tukey adjustment. Two bare plots showing same letter indicated no significant 
(P<0.05) difference between. Groups of phenology depend of the date of flowering correspond to the mean date of both years 
as  : 

Early: < 95 days 

Intermediate: <100 days 

Late: >100 days 

  1 
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Early genotypes are less efficient to accumulate biomass per N quantity uptaken 1 

 The biomass-based Nitrogen UTilization Efficiency (biomass NUtE), calculated as the quantity 2 

of biomass produced per N element uptaken, was significantly impacted by the year of study (it was 3 

higher in unfavorable conditions like in 2018), with a p-value < 5.98e-09(Figure 28). In average, 98 and 4 

84 g biomass g-1 N was produced in 2018 and 2019, respectively (data not shown). The grain-based 5 

Nitrogen Utilization Efficiency (grain NUtE), which was lower than the biomass NUtE, was not 6 

significantly affected by the year, with mean values of 62.6 and 63.3 g grain g-1 N in 2018 and 2019, 7 

respectively (data not shown). The Year effect on biomass NUTE was supported by a significant 8 

reduction from 2018 to 2019 reported with Cigalon, Manobi, Sepya016, Sepya024 and Gageron (Figure 9 

28). A significant reduction in grain NUtE with year was only reported with Cigalon and Gleva as 10 g 10 

grain g-1 N from 2018 to 2019, respectively.  11 

 Variation in biomass and grain NUtE across genotypes was significant with values ranging from 12 

95 to 130 g biomass g-1 N in 2018 and from 65 to 95 g biomass g-1 N in 2019, and from 53 to 70 g grain 13 

g-1 N for both 2018 and 2019 (Figure 28). In the case of grain NUtE in 2019, values were lower than 60 14 

g grains g-1 N with Mambo, Gines and Cigalon, and higher than 65 g grain g-1 N with Gleva, Brio, 15 

Manobi, Sepya016 and Gageron. As expected, the variation in biomass NUtE across genotypes was 16 

associated with maturity groups, with lower values for early genotypes (Figure 28), and the profile of 17 

grain NUtE across genotypes was close to that of grain production (Figure 26).  18 

Smaller individual leaf area characterizes early genotypes, those with stay-green pattern and 19 

higher post-flowering N uptake 20 

 The main plant traits of this study were evaluated through a PCA analysis run over the two 21 

years. It revealed three first dimensions representing 61.5 % of the total information (Figure 29). In the 22 

same time, four clusters have been determined by the Ward method calculation defining the coordinates 23 

of the barycenter of each genotype for the three first dimensions. This optimum number of clusters has 24 

been established based on the position of the knee-point of the curve representing Total within sum of 25 

square vs. Number of clusters (Supplemental 5/Annexe 6). Cluster 1 included Cigalon, Paty and 26 

Manobi, cluster 2 Gines and Mambo, cluster 3 Gleva, Paco and Sepya029, and cluster 4 Sepya016, Brio, 27 

Sepya024, and Gageron. This PCA analysis was combined with a correlation table (Supplemental 28 

4/Annexe 5) that was run for each year independently to remove the Year effect from the inter-traits 29 

correlations. The first dimension (Dim 1), representing 28.8 % of the global information, concerns 30 

variables mainly related to the pre-flowering phase.  31 

  32 
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This includes pre-flowering N uptake that was correlated with pre-flowering biomass accumulated (r2 = 1 

0.81 in 2018 and 0.78 in 2019), biomass remobilized (r2 = 0.63 in 2018 and 0.54 in 2019), N remobilized 2 

(r2 = 0.87 in 2018 and 2019) and tiller number at flowering (r2 = 0.53 in 2018, 0.40 in 2019), and 3 

negatively correlated with tillering efficiency (r2 = 0.23 in 2019). This indicates that genotypes that 4 

favored pre-flowering biomass accumulation and N uptake were those characterized with the highest 5 

rate of N remobilization. It is noteworthy that Dim 1 did not discriminate any of the four clusters (Figure 6 

29). The second Dim (Dim 2), representing 20.8 % of the global information, discriminates individuals 7 

based on variables mainly related to the post-flowering phase. This includes post-flowering N uptake 8 

correlated with post-flowering biomass accumulation (r2 = 0.9 in 2018 and 0.89 in 2019) and stay-green 9 

leaf number at maturity (r2 = 0.42 in 2018 and 0.57 in 2019).  10 

 In addition, Dim 2 reveals interesting negative correlations between individual leaf area of the 11 

flag leaf (LA1) and of the second youngest leaf after the flag leaf (LA2) with post-flowering traits. 12 

Indeed, LA1 and LA2 were negatively correlated with post-flowering biomass accumulation (r2 = 0.42 13 

and 0.44 in 2019) and N uptake (r2 = 0.47 and 0.46 in 2019), stay-green leaf number (r2 = 0.53 and 0.55 14 

in 2018, 0.37 and 0.45 in 2019) and, at a lower extent, harvest index (r2 = 0.61 and 0.51 in 2018) 15 

(Supplemental 4/Annexe 5). In the same line, they were correlated with pre-flowering traits, like 16 

biomass accumulation (r2 = 0.37 and 0.53 in 2018, 0.56 and 0.47 in 2019) and N uptake (r2 = 0.36 and 17 

0.39 in 2018) and N remobilization (r2 = 047 and 0.42 in 2019) (Figure 29 and Supplemental 4/Annexe 18 

5). Also, tillering efficiency was correlated with post-flowering traits like biomass accumulation (r2 = 19 

0.71 in 2019) and N uptake (r2 = 0.69 in 2019) and stay-green leaf number (r2 = 0.38 in 2018, 0.35 in 20 

2019). In the same time, tillering efficiency was negatively correlated with pre-flowering biomass 21 

accumulation (r2 = 0.40 in 2018) and N uptake (r2 = 0.41 in 2018) and N remobilization (r2 = 0.44 in 22 

2018, 0.40 in 2019) (Figure 29 and Supplemental 4/Annexe 5). This dimension identifies cluster 1 as a 23 

group of varieties particularly efficient in accumulating post-flowering biomass and uptaking post-24 

flowering N, in opposition to cluster 3. The fact that some genotypes stood out with Dim 2, which was 25 

based on post-flowering variables, confirms that the post-flowering phase was highly genotype-26 

discriminant in contrast to the pre-flowering phase. The third Dim (Dim 3), representing 12.1 % of the 27 

global information, generates a discrimination of cluster 4 in opposition to cluster 2, particularly with 28 

Gageron, and to a lesser extent with Sepya016, based on variables related to efficiencies like biomass 29 

and grain NUtE and harvest index (Figure 29). Meanwhile, Dim 3 also reveals cluster 2 for high N 30 

content in grains in opposition to clusters 3 and 4.  31 
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Early genotypes seems to develop larger sink size 1 

 Grain production was correlated with total N uptake (r2 = 0.89 in 2018, 0.81 in 2019), post-2 

flowering biomass accumulation (r2 = 0.78 in 2018, 0.79 in 2019) and N uptake (0.77 in 2018, 0.57 in 3 

2019), and stay-green leaf number (r2 = 0.52 in 2019), but not with pre-flowering N uptake (Figure 29 4 

and Supplemental 4/Annexe 5). Similarly, panicle number, that was discriminated by Dim 2, was 5 

correlated also with post-flowering biomass accumulation (r2 = 0.58 in 2018, 0.68 in 2019) and N uptake 6 

(r2 = 0.64 in 2018, 0.5 in 2019), and with stay-green leaf number (r2 = 0.52 in 2019). It was also 7 

correlated with grain production (r2 = 0.63 in 2018 and 2019) and with total N content in the plant (Ntot, 8 

r2 = 0.56 in 2018, 0.73 in 2019) while it was anti-correlated with panicle size (r2 = -0.51 in 2018, -0.57 9 

in 2019). In contrast to panicle size, panicle number which is fixed early during plant development 10 

appears as an early marker of sink size and was anti-correlated with LAind1 (r2 = -0.34) and LAind2 (r2 11 

= -0.41) in 2019. Interestingly, tillering efficiency was positively correlated with post-flowering traits 12 

while negatively correlated with pre-flowering traits. Meanwhile, pre- and post-flowering N uptake were 13 

oppositely correlated with each other (r2 = 0.55 in 2018, 0.44 in 2019) (Supplemental 4/Annexe 5). This 14 

indicates that an individual genotype favored either pre- or post-flowering N uptake, but not both. 15 

 A proxy like tiller number at flowering appears as a good discriminant for Dim 1 (which 16 

highlights varieties that favored pre-flowering biomass accumulation and N uptake) while a proxy like 17 

stay-green leaf number at maturity appears as a good discriminant for Dim 2 (which highlights varieties 18 

that favored post-flowering biomass accumulation and N uptake). Moreover, individual leaf area 19 

(LAind1 and LAind2) is revealed as a useful proxy for pre-flowering biomass accumulation and N 20 

uptake (positive), post-flowering biomass accumulation, and N uptake (negative). 21 
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Discussion 

 In this study, we described the diversity of nitrogen use and biomass production of twelve 

japonica temperate cultivar grown during two contrasted seasons. Measurements describing a dynamic 

trait, like the N remobilization or the DW translocation are evaluated from data related to traits measured 

on different samples and at different times. This implies some bias for data of the same treatment as they 

were collected from different plant samples at flowering and maturity. This implies also some 

approximations, including the loss of dead leaves before flowering and between flowering and maturity. 

However, it is reasonable to make the hypothesis that losses of dead leaves were associated with minimal 

losses of dry matter and were equivalent across treatments. That is why these biases are considered here 

as negligible within the subsequent comparative analysis. The difference in post-flowering N uptake 

between early and late genotypes could be due to the unique date of the last N application, whatever the 

genotype, resulting in differences across genotypes in the duration between this application and the start 

of grain filling. However, despite the gaps in plant phenology between genotypes, pre-flowering N 

uptake was not different across genotypes. What is more, plant N content was not correlated with 

flowering dates. Furthermore, diversity in post-flowering biomass accumulation within intermediate 

genotypes was large despite the same phenology. Indeed, differences in post-flowering N uptake were 

not the consequence of the contrast in flowering time but rather the expression of contrasted plant growth 

pattern. . 

 The genotype diversity in uptaking N efficiently along the whole cycle was expressed in this 

study during grain filling only where post-flowering N uptake was significantly contrasted across 

genotypes whereas pre-flowering N uptake was not. Any genotype of the 12 temperate japonica rice 

materials included in this study did favor either remobilization of pre-flowering N uptake or post-

flowering N uptake, or expressed intermediate values for both of them. In clear, appreciably high N 

remobilization was not associated with high post-flowering N uptake within this cluster of genotypes. 

Within a comprehensive review on nitrogen uptake and remobilization across distinct crops,(Masclaux-

Daubresse et al. 2010) reported in rice that the contribution of leaf nitrogen remobilization to the grain 

nitrogen content can vary by 50 to 90%. 
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In fact, considering the contribution of nitrogen remobilization to the grain nitrogen content was 

evaluated between 20 and 100% within our study, the rice diversity in post-flowering nitrogen uptake 

can be far larger if a broader range of genotypes would have been analyzed. The data of our study 

differed with common data reported by Ntanos and Koutroubas (2002) with Mediterranean rice cultivars 

where crop performance was related to the ability of the plants to uptake and store N before flowering 

and remobilize it after flowering. However, these authors have not considered the ability of the plants 

to uptake post-flowering nitrogen that was in the case of our study the significant trait as long as nitrogen 

uptake was concerned. In wheat, Gaju et al. (2011) observed that nitrogen uptake before flowering was 

related to the duration to flowering under high nitrogen conditions. However, their study occurred in 

many contrasted environments (N treatments, field locations and years of experiment), and under their 

low N conditions, pre-flowering N uptake did not correlated with flowering date like in the present 

study. In the present study, the genotypes differed in their pattern in uptaking nitrogen leading to 

contrasting abilities. (i) The ones that did not favor post-flowering N uptake were characterized with 

large biomass accumulation before flowering and quick leaf senescence correlated with high N 

remobilization to the grain after flowering. (ii) The ones that favored post-flowering N uptake favored 

also biomass accumulation after flowering and leaf stay-green pattern. Wu et al (2018) also reported 

correlation between post-flowering N uptake, post-flowering biomass accumulation and leaf stay-green 

pattern. This was expected considering that post-flowering N uptake and leaf stay-green are mutually 

consistent (high N source through uptake from roots shall reduce the requirement of N source through 

leaf senescence). Moreover one direct consequence was an extended period of plant photosynthesis, 

generating biomass accumulation thanks to C and N capture (Borrell and Hammer 2000; Borrell, 

Hammer, and Oosterom 2001; Erley et al. 2007; Dreccer 2006). This ability of some rice plants to favor 

post-flowering nitrogen uptake solves the dilemma highlighted by Masclaux-Daubresse et al (2010) that 

delayed leaf senescence could lead to higher yield thanks to increased carbon gain through extended 

photosynthesis but to lower nitrogen content in the grain. Indeed, the higher ability of some plants to 

uptake post-flowering nitrogen can compensate the lower remobilization and maintain grain quality. In 

contrast, this favorable pattern of post-flowering N uptake reported by Wu et al. (2018) was also 

associated with high biomass remobilization. The crop total duration of the 12 genotypes of the actual 

work varied by 20 days, but only by 2-5 days for the grain-filling phase. In contrast the duration of the 

only grain filling phase of the two genotypes studied by Wu et al (2018), one Indica and one Indica-

Japonica hybrids, varied by as many as 23 days. The difference in growth pattern between these two 

genotypes was then mainly due to difference in phenology. It is meaningful that a longer filling phase 

by 23 days is associated with higher biomass remobilization, even if it is also associated with higher 

post-flowering N uptake and leaf stay-green pattern. In the present study, the robustness of the two 

contrasted patterns of N uptake is highly supported by the minimal difference in the respective filling 

phase duration. The actual study is the first one to acknowledge in rice the importance of the post-
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flowering phase in discriminating genotypes in their ability to uptake nitrogen. The stability of the NUtE 

clearly confirms here, for rice, that the overall NUE of the plant depends much more on N uptake than 

on N utilization efficiency, as has already reported with wheat (Gaju et al, 2011). However, our 

observations suggest that global NUpE depends on post-flowering NUpE, which shall be itself 

modulated by the early utilization efficiency in producing biomass. This hypothesis suggests that 

improving NUE should not focus on the whole crop cycle but rather on the particular phase that needs 

to be improved (Han et al. 2015), considering the inter-connection between nitrogen components and 

between phases during the whole crop cycle. 

 Individual leaf area was an unexpected and interesting trait correlated with the contrasted pattern 

in N uptake: plants favoring post-flowering N uptake were also those with the lowest individual leaf 

area, the highest tiller efficiency and the stay-green pattern, so were those growing tillers with smaller 

leaves. Compared to large leaves, small leaves shall host less nitrogen so they shall be characterized 

with a lower potential to remobilize nitrogen and a lower cost in nitrogen when being maintained green. 

In this way, the small-leaf pattern may up-regulate post-flowering N uptake. The small-leaf pattern in 

rice, associated with large panicle, has also been reported as the one being photosynthesis responsive to 

elevated CO2 (Fabre et al. 2020). The 2 to 3 youngest leaves of the tiller (those the closest to the panicle) 

are those that are the major C provider to panicle (Sun et al. 2012; Gaju et al. 2014; Fabre et al, 2020). 

It is interesting to note that the same plant type during grain filling cumulates the highest potential to 

gain C under elevated CO2 and the highest potential to uptake N. This actual small-leaf pattern can in 

fact pave the way for future genetic enhancement, taking into account the request to improve the capacity 

of the rice plants to uptake nutrients to meet the future higher potential and crop demand under elevated 

CO2 (Dingkuhn et al. 2020). In addition, higher tillering efficiency across genotypes was anti-correlated 

with biomass remobilization during grain filling. In addition, higher tillering efficiency was associated 

with lower biomass accumulation before flowering while pre-flowering nitrogen uptake was not 

different across genotypes: so, higher nitrogen concentration could explain higher tillering efficiency 

through higher tiller vigor. It is noteworthy that high tillering efficiency in rice has been associated in 

several reports with higher efficiency in assimilate partitioning and higher crop performance (Bueno et 

al, 2010; Fujita et al. 2013; Adriani et al. 2016 (2) ). This small-leaf pattern of early genotypes, associated 

with lower pre-flowering nitrogen uptake and biomass remobilization, corresponded to plants that have 

secured the vigor of their tillers and so the ability of their tillers to produce a panicle: their lower pre-

flowering biomass accumulation associated with their nitrogen uptake similar than that of late genotypes 

supported their lower biomass NUtE which may be associated with higher N storage pattern and higher 

tiller efficiency. The individual leaf area could be a good proxy to characterize plants in their ability to 

uptake post-flowering N and to maintain leaves green longer during grain filling.  



Partie 2. Chapitre I   Discussion 

103 

 Early sink regulation was observed in the actual study where the Year effect was mainly 

expressed through panicle number first (+50% from 2018 to 2019), then panicle size (+20%). The Year 

effect was minimal with fertility rate (+5%), and was not significant with grain size. Considering 2019 

was a more favorable year than 2018, this indicates the adjustment of yield components to growing 

conditions was maximal with the earliest component to be fixed along crop development and minimal 

with the latest. This pattern has been already widely published, on rice (Luquet et al. 2006), sorghum 

(H. K. Kim et al. 2010) and wheat (Bos et Neuteboom 1998). In the present study, the early sink 

regulation was highlighted as the overall sink size in the favorable year 2019, higher than that in 2018, 

was associated with higher N remobilization and less post-flowering nitrogen uptake. In 2018, despite 

lower sink size, post-flowering N uptake was, slightly but significantly, up-regulated under potential 

stressing conditions. Higher sink size in 2019 seemed to have been driven by a stronger ability of the 

genotypes to remobilize N from the biomass accumulated during early stage. In other words, genotypes 

might be able to adapt the production of new sink depending of their early efficiency. In sorghum, even 

the early growing conditions at time of single tiller emergence were related to the potential grain 

production of this single tiller (Lafarge et al, 2002). Moreover, when focusing on rice genotypes 

contrasted in resources utilization efficiencies, genotypes more efficient at early stages are also those 

more efficient to grow productive tillers and biomass at later stage. This is the case when comparing 

rice hybrids with rice inbreds (Lafarge et Bueno 2009; Bueno et al. 2010), or comparing high-yielding 

genotypes with their near isogenic lines carrying a QTL known to contribute to larger panicle size 

(Adriani et al. 2016 (1)). In both cases, the positive effect on panicle size and grain production was in 

fact related to an earlier better regulation in tillering.  

 The post-flowering N uptake pattern was also carrying three main outputs at the field scale. 

First, it was associated with short-cycle genotypes, so with genotypes that have the lowest field 

occupancy and so water consumption. Second, it was associated with higher harvest index and grain 

production. The leaf stay-green trait, generating higher biomass accumulation during grain filling, 

appeared as a driver of higher yield during this phase. In fact, leaf stay-green increases plant 

photosynthesis and carbon capture, and might be the driving force of post-flowering nitrogen uptake 

(HaiYan et al. 2010), as plant carbon content has been largely reported as the driver of nitrogen uptake. 

Third, it was correlated to higher nitrogen content in the straw at maturity, and this opens avenues for 

more integrated and sustainable crop management and soil fertility. 
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 Straw N content at maturity might be the direct consequence of the lower nitrogen 

remobilization and the leaf stay-green trait. This could be a specific characteristics of temperate japonica 

genotypes known as not being efficient in using uptaken nitrogen (Makino 2011) in contrast to rice 

hybrids used by Wu et al (2018) and reported for their high ability to remobilize stored nitrogen to the 

grain (Hach et Nam 2006; Yongjian Sun et al. 2012). In the same way, japonica genotypes were 

characterized with a lower plasticity than indica genotypes in increasing their sinks in response to the 

higher demand (Dingkuhn et al, 2020). This ability to remobilize nitrogen, lower with temperate rice 

genotypes, was even contrasted within the temperate genotypes under study here. Straw management is 

a key issue of rice cultivation (Bossio et al. 1999; Hill et al. 2006; Athira et al. 2019) and its incorporation 

within the soil shall benefit N fertilization bringing organic N while reducing inputs of chemical N. 

However, the succeeding crop management, i.e. flooding or crop type, may limit the positive effect of 

the preceding straw incorporation (X. J. Liu et al. 2003; M. Fan et al. 2005) suggesting this effect should 

be evaluated with respect to a diversity of the rice genotypes. 

Conclusion 

 This study let us to highlight the diversity in nitrogen use for japonica temperate cultivars, 

poorly known until now. Thus, we described the link between the phenology and the post flowering 

nitrogen uptake, earliest cultivars uptake more nitrogen after flowering than the latest. Moreover we 

shown the individual leaf area of flag leave could be a proxy to determinate the post flowering nitrogen 

uptake. Computing this observation with the contrast in the dynamics of dry weight production in two 

strongly contrasted years, we established a hypothesis about the ability of each genotype to develop its 

final sink size at early by tillering modulation according to environment condition. Thus, knowledge in 

nitrogen use for groups of genotype let us to estimate their needs and the best time for fertilizing, 

allowing then a better control of the inputs keeping high but more responsible.  
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Chapitre II : Modification de 1 

l’utilisation de l’azote et de la 2 

physiologie avec une fertilisation à 3 

100U 4 

 Ce chapitre détaille les résultats complémentaires à ceux décrits dans le précédent. Ainsi dans 5 

le chapitre précédent, nous nous sommes concentrés sur les mesures faites sur des plantes fertilisées 6 

trois fois à 50U, que nous appellerons la modalité N150. Nous nous attarderons dans le chapitre actuel 7 

sur la différence de réponse des plantes entre la modalité N150 et la modalité N100. Le traitement N100 8 

est le même que le N150 mais sans le dernier apport de 50U d’azote avant floraison. Le protocole et le 9 

plan d’expérience sont les mêmes que ceux décrits dans le Matériel et Méthode p83, mais avec l’ajout 10 

de cette modalité supplémentaire. Nous avons également ajouté la mesure de SPAD, pertinente dans ce 11 

contexte car elle permet d’avoir une idée de l’évolution de l’activité photosynthétique selon le traitement 12 

dans une même année. Le SPAD de la feuille drapeau et celui de la deuxième feuille la plus jeune après 13 

la feuille drapeau résultent de la moyenne de dix points pris sur les feuilles correspondantes de dix talles 14 

différentes. Les échantillonnages des deux traitements ont été faits en même temps. Le facteur 15 

« traitement » a été ajouté au modèle statistique initial afin de tenir compte de l’impact de la fertilisation 16 

et de ses interactions, et se présente alors comme suit :  17 

𝑌𝑛 = 𝜇 + 𝜆𝑛 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗 + 𝛾𝑚 + l𝑘(𝛼𝑖)+(𝛼𝛽)𝑖𝑗+(𝛼𝛾)𝑖𝑚+(𝛽𝛾)𝑗𝑚+(𝛼𝛽𝛾)𝑖𝑗𝑚 + 𝜀𝑛 18 

 Avec 𝑌 la mesure observée, 𝜇 la moyenne théorique, 𝜆𝑛 le niveau de la levée; 𝛼𝑖 l’effet année 19 

(A), 𝑙𝑘 l’effet bloc niché dans l’effet année 𝛼𝑖; 𝛽𝑗 l’effet génotype (G); 𝛾𝑚 l’effet azote (N); 20 

(𝛼𝛽)𝑖𝑗  l’interaction des facteurs AxG, (𝛼𝛾)𝑖𝑚 l’interaction AxN; (𝛽𝛾)𝑗𝑚 l’interaction GxN, (𝛼𝛽𝛾)𝑖𝑗𝑚 21 

l’interaction AxGxN et 𝜀𝑛 l’effet résiduel.  22 

 Par soucis de synthèse, nous nous focaliserons sur l’impact de ce différentiel d’azote sur les 23 

caractères mis en évidence dans le chapitre précédent. Ainsi dans un premier temps, nous nous 24 

focaliserons sur les résultats significatifs induits par le différentiel de fertilisation entre les deux 25 

traitements. Puis nous verrons en quoi la différence de traitement a impacté le rendement et ses 26 

composantes, les valeurs de la NUtE et la diversité de réponse du prélèvement d’azote comme rapporté 27 

dans le chapitre précédent. Enfin nous observerons de quelle manière l’ACP des caractères 28 

morphologiques et physiologiques évolue dans une disponibilité de l’azote du sol moindre en portant 29 

une attention particulière sur les caractères mis en lumière dans le chapitre précédent. 30 

31 
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Figure 30: Variabilité de la concentration d'azote dans les tissus selon l'année et le 
traitement 
Les données représentées sont les moyennes ajustées calculées à partir du modèle présenté. 

A Teneur en azote dans les feuilles à floraison, et E Teneur en azote dans les grains à maturité, par génotypes en fonction de l’année. Test 
deux à deux faits sur les moyennes ajustées du modèle avec un ajustement de Tukey.  

B Evolution de la teneur en azote dans l’ensemble des feuilles à floraison, et F Evolution de, la teneur en azote dans l’ensemble des 
grains à maturité, par année. Test deux à deux faits sur les moyennes ajustées du modèle avec un ajustement de Tukey. 

C Tableau récapitulatif de l’anova calculé à partir du modèle présenté de dans le matériel et méthode et appliquée à la concentration en 
azote des feuilles à floraison (%N feuilles) et G tableau récapitulatif de l’anova appliquée à la concentration en azote dans les grains 
(%N Grains) 

%N Grains 
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Résultats et Discussion 1 

Un apport supplémentaire d’azote augmente les teneurs en azote dans les tissus, la teneur en 2 

chlorophylle et la surface foliaire individuelle de la feuille drapeau. 3 

 Nous pouvons confirmer que le traitement différentiel d’azote a eu un effet significatif global 4 

sur la teneur en azote des feuilles. Ainsi on voit sur la Figure 30 B que l’ajout de 50U supplémentaires 5 

a augmenté les taux moyen d’azote dans l’ensemble des feuilles de 1,9% à 2,1% pour 2018, et de 2,3% 6 

à 2,4% en 2019. On observe également des variations d’un génotype à l’autre, elles aussi modulées par 7 

l’année avec une interaction Année:Génotype:Azote significative (Figure 30 C). Ainsi en 2018, le taux 8 

d’azote dans les feuilles a augmenté de manière significative avec la fertilisation pour quatre génotypes 9 

Paty, Manobi, Brio, et Gleva. De plus, une tendance à la hausse était visible pour tous les autres 10 

génotypes sauf Cigalon, Sepya029 et Mambo. En 2019, ces tendances ont été conservées, avec 11 

cependant des contrastes moins marqués, à l’exception de Cigalon et Paty. Etrangement, les teneurs en 12 

azote de Cigalon à N150 étaient significativement plus élevées en 2019 qu’en 2018 (Figure 30 A). Le 13 

différentiel de fertilisation a eu également un effet sur la teneur en azote des grains, avec un effet 14 

significatif global, et variable selon l’année (Figure 30 F). Encore une fois, un effet 15 

Année:Génotype:Azote (Figure 30 G) indique que les génotypes n’ont pas réagi de manière uniforme à 16 

l’azote d’une année à l’autre. C’est le cas de Cigalon dont la teneur en azote dans les grains a augmenté 17 

de 1 à 1,3% en 2018 mais est restée stable à 1,25% en 2019, à l’opposé de la teneur en azote dans les 18 

feuilles de ce même génotype. A l’inverse, la teneur en azote dans les grains de Paty, Paco Sepya016, 19 

et Brio a augmenté significativement avec les 50U supplémentaires seulement en 2019 (Figure 30 E). 20 

 Le cycle court de Cigalon explique son comportement opposé : en 2018, l’ajout d’unités d’azote 21 

supplémentaires n’a pas affecté la teneur en azote dans les feuilles de Cigalon. En 2019, la disponibilité 22 

plus favorable de l’azote dans le sol qu’en 2018 a nivelé le différentiel entre les deux traitements et a 23 

révélé une différence significative mais moins marquée de la teneur en azote des feuilles. De manière 24 

globale, l’environnement contraint en 2018 explique, dès la floraison, le nombre plus élevé de 25 

différences significatives de teneur en azote des feuilles entre N150 et N100. Ces différences n’ont pas 26 

été maintenues dans les grains à maturité, peut-être en raison de taux de remobilisation peu élevé 27 

notamment en ce qui concerne les génotypes les plus précoces. En 2019, les conditions ont été moins 28 

contraignantes jusqu’à floraison. Les différences entre traitements azotés étaient donc moins marquées, 29 

ce qui peut expliquer que les différences de teneurs en azote entre N150 et N100 n’aient été significatives 30 

que pour Cigalon et Paty. Le différentiel entre traitements a pu être plus marqué plus tard dans le cycle, 31 

à maturité, ce qui a pu entraîner des différences de teneurs en azote dans les grains significatives pour 32 

quatre génotypes.  33 
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Tableau 7 :Moyennes des caractères mesurés en N100 et leur différentiel 
avec la modalité N150 par année 
Avec : Pre_Flo_DW_Acc/ Prost_Flo_DW_Acc : accumulation de biomasse pré florale et post floral , DW_translocation :la 
remobilisation de biomasse et Stay-Green Lf : Nombre de feuilles vertes restantes. 

Avec le SPAD et la surface individuelle (LAind) mesurés sur la feuille drapeau. Le différentiel entre les deux modalités est 
obtenu par la différence entre la modalité N150 et la modalité N100. 

Statistique obtenue d’après une ANOVA faite sur le modèle décrit dans le matériel et méthode. Significativité établie tel que : 
p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 · ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 

 

 

 1 

  2 

Tableau 8 : Résultats des Anovas effectuées sur la production de grains, et les 
trois composantes du rendement 
Nb Panicles : Nombre de panicules ; GrNumber/Pan : Nombre de grains par panicule ;FiRate : Taux de remplissage,  
GP : Grain production. Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** 
; p-value < 0.001*** 
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 L’estimation de la teneur en chlorophylle (via la mesure SPAD) et de la surface de la feuille 1 

drapeau ont aussi augmenté avec l’ajout des 50U (Tableau 7). L’interaction significative 2 

Génotype:Azote indique que certains génotypes n’ont pas suivi pas la tendance globale d’augmentation 3 

du SPAD comme Gageron, Mambo, Sepya024 et Gines. La surface foliaire individuelle de la feuille 4 

drapeau a augmenté significativement avec l’apport supplémentaire d’azote de N100 à N150 chaque 5 

année (de 9 à 11.5 cm² en 2018 et de 13 à 15 cm² en 2019) pour l’ensemble des génotypes à l’exception 6 

de Cigalon la variété la plus précoce, dont la feuille drapeau s’est probablement allongée avant ou 7 

pendant le dernier apport en azote (Tableau 7). 8 

Un apport supplémentaire d’azote n’augmente la production de grain qu’en 2018. 9 

 De manière analogue à la démarche de la première partie, du Chapitre 1 nous avons observé la 10 

production de grains qui est une estimation du rendement. Le Tableau 8 résume les résultats des anova 11 

pour le nombre de panicules (NbPan), le nombre de grains par panicule (GrNb/Pan), le taux de 12 

remplissage (FiRate), et la production de grains (GP). On constate que la production de grains n’a pas 13 

été impactée significativement par le facteur azote, tout comme le nombre de panicules par m² (Tableau 14 

8) qui est la composante du rendement la plus précoce et qui a été déterminée avant que le surplus 15 

d’azote ne fasse son effet. En revanche, le nombre de grains par panicule et surtout le taux de remplissage 16 

des grains, composantes du rendement plus tardives, ont augmenté significativement avec le surplus 17 

d’azote. Mais ces augmentations n’ont pas entraîné d’augmentation significative de grains. L’interaction 18 

Année:Azote significative pour la production en grains montre que la réponse à la fertilisation a varié 19 

selon l’année d’expérimentation. On observe sur la Figure 31 D que seule l’année 2018 a montré une 20 

augmentation de grains produits avec 125 g/m² supplémentaires en N150 par rapport à N100. La 21 

fertilisation a globalement impacté le nombre de panicules (Figure 31 A) et le nombre de grains par 22 

panicule (Figure 31 B). Seul le FiRate, la composante la plus tardive, a été impactée négativement et de 23 

manière homogène sur les deux années (Figure 31 C). En effet, en 2018 et en 2019, le taux de 24 

remplissage a chuté de 2,5% entre N100 et N150. L’augmentation du nombre de panicules (Figure 31 25 

A) et du nombre de grains par panicule (Figure 31 B) en 2018 explique l’augmentation globale du 26 

rendement. A l’inverse en 2019, le nombre de panicules et le nombre de grains par panicule ont été 27 

stables entre les deux modalités azote probablement en raison des conditions favorables. 28 

 Enfin l’absence d’interaction Génotype:Azote (Tableau 8) nous indique que les différences 29 

génotypique observées précédemment se sont maintenues quelle que soit la fertilisation apportée. En 30 

effet on constate, par année, des profils de rendement similaires en N100 et N150 (Figure 32); avec les 31 

rendements les plus élevés toujours pour les mêmes génotypes : Manobi et Sepya016 ; à l’opposé des 32 

génotypes les moins productifs Gleva et Mambo. 33 

 34 
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Figure 31 Effet de la fertilisation sur les composantes du rendement et la 
production de grains par année 
Les données représentées sont les moyennes ajustées calculées à partir du modèle présenté.  
A . Le nombre de panicules, B . Le nombre de grains par panicule, C . Le taux de remplissage, D . La production de grains 
N100 : traitement contraignant, N150 : traitement normal 

Significativité établie tel que : p-value>0.1  NS ; p-value <0.1  Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 

 

Figure 32 : Effet de la fertilisation sur la production en grains de chaque génotype 
selon l'année 
Les données représentées sont les moyennes ajustées calculées à partir du modèle présenté. GP : production de grains 

Tableau 9: Résultats Anova du modèle utilisé sur les caractères d'utilisation de l'azote 
N_up_pre : quantité d’azote prélevée avant floraison, N_in_straw : quantité d’azote restant dans les pailles à récolte, N_remo : quantité 
d’azote remobilisé, N_up_post : quantité d’azote prélevée après floraison, Ntot : quantité d’azote prélevée sur l’ensemble du cycle.  

Significativité établie tel que : p-value>0.1  NS ; p-value <0.1  Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 
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 L’impact d’un apport supplémentaire d’azote sur l’utilisation de l’azote varie d’une année 1 

sur l’autre, et permet l’observation de contrastes de prélèvement post-floral entre les 2 

génotypes  3 

 Le Tableau 9 décrit l’impact de la fertilisation sur les différentes quantités d’azote prélevées et 4 

remobilisées. On constate alors que la quantité d’azote prélevée avant floraison a été impactée 5 

significativement et positivement par la fertilisation passant de 5,2 à 6,1 g.m-² en 2018 et de 14,5 à 15,3 6 

g.m-² en 2019. On conserve également l’homogénéité du prélèvement pré-floral entre les génotypes en 7 

N100. La fertilisation a également eu un impact significatif sur la quantité totale d’azote prélevée à la 8 

fin du cycle mais seulement en 2018 (Année:Azote significatif) : les plantes ont prélevé 7 g.m-² d’azote 9 

pour N100 et 9 g.m-² pour N150, alors que la quantité d’azote prélevée a stagné autour de 17 g.m-² en 10 

2019 quel que soit le traitement. Tout comme dans le traitement N150, le prélèvement d’azote post-11 

floral, la teneur en azote dans les pailles et le taux de remobilisation ont été significativement différents 12 

selon les génotypes tandis qu’aucune différence significative n’a été rapportée pour le prélèvement 13 

d’azote pré-floral (Tableau 9). 14 

 Les quantités d’azote remobilisées et prélevées après floraison n’ont pas été modifiées 15 

significativement par la fertilisation (Tableau 9). L’absence d’interaction Génotype:Azote indique que 16 

la diversité génotypique s’est maintenue pour les deux niveaux de traitement. Toutefois on constate en 17 

comparant la Figure 33 à la Figure 28 que le prélèvement post-floral a varié d’une année sur l’autre. En 18 

effet en 2018 l’ajout des 50U supplémentaires (N150) a eu tendance à augmenter la quantité d’azote 19 

prélevée après floraison. Mais cette tendance semble s’inverser en 2019 où les génotypes tardifs ont eu 20 

une meilleure capacité à prélever de l’azote après leur floraison en N100 qu’en N150, d’où l’effet 21 

Année:Azote significatif. 22 

 L’année a grandement impacté les composantes d’efficience d’utilisation de l’azote pour le 23 

traitement N100 (Figure 33) tout comme cela avait été mis en évidence pour le traitement N150. Dans 24 

les conditions N100, aucune différence significative entre génotypes n’a été rapportée en 2018 pour le 25 

prélèvement d’azote post-floral, la quantité d’azote remobilisée et celle contenue dans les pailles. En 26 

2019, les valeurs des composantes étaient significativement plus élevées qu’en 2018. Une diversité de 27 

réponses dans la gestion de l’azote après floraison a été observée avec une quantité variable d’azote 28 

prélevée et présente dans les pailles à maturité. Toutefois, seuls Cigalon et Paco ont été caractérisées 29 

par des différences significatives de leur prélèvement post floral.  Le comportement des génotypes dans 30 

les conditions N100 ont confirmé celui rapporté pour les conditions N150 : la quantité d’azote 31 

remobilisée est la composante qui explique le mieux les différences entre années et est aussi la 32 

composante majoritaire en 2019 lorsque les conditions étaient plus favorables. Tout comme dans les 33 

conditions N150, le prélèvement d’azote post-floral discriminait les génotypes contrairement au 34 

prélèvement d’azote pré-floral.    35 
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A 

C 

B 

D 

Figure 33 : Diversité d'utilisation de l'azote sur un panel de douze génotypes 
sur deux années dans les conditions N100 de fertilisation 
 N_straw : quantité d’azote restant dans les pailles à récolte, N_remobilized : quantité d’azote remobilisé, N_up_post : quantité 
d’azote prélevée après floraison. Les graphiques sont ajustés sur 0 :25 g par soucis de clarté et ne représentent pas les valeurs 
négatives du N_up_post obtenues pour certains génotypes dues à la perte de matière entre deux échantillonnages 

2018 2019 

Figure 34 : Effet de la fertilisation sur la Nitrogen Utilization Efficiency (NUtE) 
A et C: Comparaison deux à deux de la NUtE.Flo (appliquée à la biomasse à floraison Eq 14) et de la NUtE.Gr (Eq 15 appliquée au grains 
produits)entre les deux conditions azote. Test deux à deux faits sur les moyennes ajustées du modèle avec un ajustement de Tukey.  
B. Evolution de, respectivement, de la NUtE.Flo et de la NUtE.Gr, selon le traitement et année. Test deux à deux faits sur les moyennes ajustées 
du modèle avec un ajustement de Tukey 
D. Anova du modèle sur la NUtE.Flo et de la NUtE.Gr 
Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1  Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 
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En revanche, la tendance des variétés précoces à prélever davantage d’azote après floraison n’a pas été 1 

confirmée dans une modalité de fertilisation plus limitante, et ceci sur les deux années. Ces résultats 2 

indiquent la nécessité d’un apport à l’initiation de la panicule, pour discriminer les génotypes aux 3 

meilleurs potentiels de prélèvement post-floral. La plus faible disponibilité en azote du milieu dans le 4 

cas de la modalité N100 a peut-être stimulé le prélèvement post-floral de la majorité des génotypes et a 5 

nivelé les valeurs. 6 

Les cultivars sont d’autant plus efficaces que l’environnement est contraignant 7 

L’Efficacité de conversion de l’azote en biomasse (Nitrogen Utilization Efficiency, NUtE) à 8 

floraison n’était pas corrélée à la phénologie des génotypes dans la modalité N100 contrairement à la 9 

modalité N150. En effet dans cette condition, les génotypes les plus efficaces étaient Paty, Manobi, 10 

Gleva, avec des efficacités dépassant les 110 g biomasse par g d’azote prélevé (g.g-1 N), et Gageron, la 11 

plus efficace de toutes avec 125 g.g-1 N, quel que soit le traitement (Figure 34 A). La NUtE à floraison 12 

a diminué significativement de N100 à N150 sur les deux années (Figure 34 B et D). Si on considère 13 

que 2018 a été une année contraignante pour le développement des plantes, et que l’ajout de 50 unités 14 

d’azote est un élément favorable au développement, la Figure 34 B indique clairement que la NUtE a 15 

diminué en parallèle de l’amélioration des conditions environnementales, de 2018 à 2019, de N100 à 16 

N150, avec environ 115 g.g-1 N en N100/2018, 93 g.g-1 N en N150/2018, 90 g.g-1 en N100/2019 et 85 17 

g.g-1 N en N150/2019. La NUtE de la production de grains (NUtE.Gr) a diminué entre la fertilisations 18 

N100 et N150 uniquement en 2019 passant de 68 g.g-1 N, à 63 g.g-1 N (Figure 34 B), avec une réponse 19 

au traitement homogène par génotype (Figure 34 C et D). 20 

Les variétés précoces, Cigalon, Paty et Manobi, identifiées précédemment comme les plus 21 

productives après floraison (Tableau 7), étaient également celles qui avaient répondu le plus 22 

favorablement à l’apport des 50 unités supplémentaires en 2018. A l’inverse en 2019, leur réponse a été 23 

plus modérée. Cette année-là, le prélèvement d’azote post-floral de variétés plus tardives telles que Paco 24 

ou Gageron, a même été si faible que les valeurs issues des échantillonnages à floraison et maturité ont 25 

généré des valeurs négatives, illustrant bien que l’utilisation de l’apport supplémentaire d’azote dans les 26 

conditions favorables de 2019 n’a pas été utilisé efficacement par ces trois génotypes dans cette étude.   27 
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Un apport supplémentaire d’azote est nécessaire pour observer la relation stay green/surface 1 

foliaire individuelle/azote prélevé en post floral.  2 

 L’ACP de la Figure 35 a été établie avec les mêmes variables que l’ACP de la Figure 29 mais 3 

avec les mesures faites en N100. De même, nous présentons deux projections faites avec les mêmes trois 4 

premières dimensions qui regroupent 63,8% de l’information. La première constatation est que le 5 

regroupement des variables pré-florales et post-florales a été conservé. Ainsi les variables liées au 6 

développement de la plante en pré-floraison (N_up_pre, TilNB, Pre_DW_Accu) sont liées à la Dim1 7 

(33,3%) alors que les variables caractérisant la période post-floraison (N_up_post, Post_DW_Acc, 8 

Till.Eff, DW_Translo) sont liées à la Dim 2 (16,8%). Enfin, on retrouve le lien entre la Dim 3 (13.7%) 9 

et des variables globales (%NGr, HI, Gr.NUtE). Bien que la condition N100 ait conservé les relations 10 

entre les variables de prélèvements d’azote et de production de biomasse (Figure 36 A et B), l'ACP ne 11 

montre pas les relations entre les variables post-floraison (prélèvement et remobilisation) et le caractère 12 

stay-green (SG_Lf, F) représenté par la Dim 3, et la surface des feuilles individuelles (LA1ind et 13 

LA2ind) qui est mal représentée sur la projection. Ces résultats sont confirmés sur la Figure 36 C et D. 14 

Contrairement au prélèvement d’azote post-floral, le caractère stay green et la surface foliaire de la 15 

feuille drapeau ont été impactés significativement par le traitement. La fertilisation a eu un effet 16 

bénéfique sur le caractère stay-green de Cigalon en 2018, sans impacter les autres génotypes, et un effet 17 

négatif sur le même caractère chez Gleva et Mambo en 2019 (Tableau 7). 18 

 Enfin on retrouve le lien fort entre la production en grains (GP) et le nombre de panicules dans 19 

le plan Dim1/Dim2, ainsi que la relation reliant la production en grains et la quantité d’azote totale 20 

(r²=0,95, p-val=2.2e-16). De même on observe que la projection des génotypes est également modifiée 21 

pas la différence de fertilisation. L'éclatement des barycentres des individus a été nettement plus restreint 22 

en N100 en particulier sur le plan Dim1/Dim2. Les nouveaux clusters sont toujours bien discriminés sur 23 

le plan Dim2/Dim3, indiquant que les variables de la période pré-floraison ne sont toujours pas adaptées 24 

à la discrimination des génotypes. De plus, ces nouveaux clusters sont organisés différemment de ceux 25 

mis en évidence dans le Chapitre I. Premièrement, le cluster 1 ne contient plus que Paty et Cigalon 26 

(Manobi a été intégré au cluster 2), et se différencie toujours en partie par le stay-green mais plus par le 27 

N_up_post. Les génotypes opposés Paco et Gageron, composent le cluster 3 et se distinguent par moins 28 

de feuilles vertes, plus de grains par panicule et une meilleure Gr.NUtE. Les clusters 2 et 4 sont très 29 

similaires, et très centrés sur la projection indiquant des valeurs intermédiaires pour les variables 30 

projetées. On peut les distinguer par une meilleure Gr.NUtE et un meilleur HI pour le cluster 2, et des 31 

concentrations en azote dans les grains plus importantes pour le cluster 4. 32 

  33 
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1 

Figure 36 : Corrélations entre la quantité d’azote post-florale prélevée et 
plusieurs traits d’intérêt selon l’année d’expérimentation et le traitement 
azote 
Corrélation entre la quantité d’azote prélevé après la floraison (en g.m-2) et :  

A. L’accumulation de biomasse aérienne avant floraison (en g.m-2) 

B. L’accumulation de biomasse aérienne après floraison (en g.m-2) 

C. La surface foliaire individuelle de la feuille drapeau (en cm²) 

D. Le nombre de feuilles vertes dénombré à maturité 

Les corrélations sont calculées par traitement (N100 et N150) et par années (2018 en rouge et 2019 en bleu) selon la 
méthode de Pearson 
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Chapitre III : Caractérisation de 1 

l’utilisation de l’azote en conditions 2 

contrôlées 3 

 4 

 Dans cette partie nous décrirons les expériences menées en serre au printemps 2018 et 2019. 5 

L’objectif était de caractériser dix génotypes dans deux conditions azotées très contrastées, dont 8 étaient 6 

commun à l’expérimentation en champ.  A ce jour, peu d’études sur le riz se sont orientées sur la 7 

décomposition de la NUE en composantes plus élémentaires et sur leurs relations avec d’autres traits 8 

morphologiques tel que nous avons construit le protocole et conduit l’analyse.  Ces expériences diffèrent 9 

du champ par leur protocole de fertilisation : un engrais retard à libération modérée et continue d’azote 10 

tout au long du cycle a été utilisé. En revanche, les mesures effectuées pour ces expériences sont 11 

analogues à celles du champ, hormis l’ajout de mesures de l’activité photosynthétique difficilement 12 

faisables sur le terrain. Nous avons également observé l’impact de la contrainte azotée dès le début du 13 

cycle via des mesures au stade tallage.  14 

Les objectifs principaux de ces expériences étaient de (i) caractériser plus finement la réponse d’un panel 15 

de riz tempérés à la contrainte azotée avec un focus sur l’utilisation de l’azote pour (ii) valider, ou non, 16 

les principaux résultats du  champ et (iii) identifier un phénotype être relié à l’induction de sensibilité 17 

due à l’azote face au champignon Magnaporthe oryzae (NIS) par l’intermédiaire de suivis métaboliques 18 

fins décrits dans la Partie 4 de ce manuscrit.19 

  20 
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 1 

  2 

Figure 37 : Plan d'expérimentation de l'expérience en serre 2018/2019 
Chaque case représente un pot placé dans un tablard contenant 30 pots à deux plantes par pot. Chaque grand rectangle 
représente un bloc expérimental. A et B ont été étudiés en 2018 et I et II en 2019. Les modalités N et N/2 sont physiquement 
séparées pour éviter les « fuites » et mélanges d’azote par lessivage.  

Tableau 10 :Liste des génotypes étudiés classés par phénologie moyenne 
Les génotypes communs à l’expérience en champ sont annotés en vert  
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Matériel et Méthodes 1 

Mise en place et conduite de l’expérience 2 

 Cette expérience a été menée 2 fois sur le campus CIRAD de Lavalette à Montpellier d’avril à 3 

août 2018 et 2019. L'expérience comprenait dix génotypes de riz japonica tempérés européens (Tableau 4 

10 :Liste des génotypes étudiés classés par phénologie moyenne) dont huit étaient également dans 5 

l’expérience au champ : Cigalon, Paty, Manobi, Gines, Paco, Brio, Gleva, et le Sepya029 (Partie 6 

1I.A.3). La croissance de ces plantes s’est déroulée dans des pots de 3,5 l avec un terreau neutre en 7 

nutriment dont la composition était propre au CIRAD (58% de tourbe blonde, 18% de fibre de coco, 8 

10% de perlite, 9% de sable volcanique, 5% d'argile). La fertilisation a été mise en place la veille du 9 

semis par enfouissement d’engrais retard Basacotte 6M (14-3-19 NPK, avec 6,5 d’azote nitrique et 7,5 10 

d’azote ammoniacal). Nous avons établi deux niveaux de fertilisation : le groupe N (10,5 g d’engrais 11 

dans le pot soit 1,7 g d’azote) et le groupe N/2 (5.25 g d’engrais, soit 0,85 g d’azote dans le pot). 12 

 Les conditions climatiques ont été programmées sur quatre créneaux horaires : 7h-12h,12h-13 

18h,18h-22h, 22h-7h. La température a été réglée à 28-29°C sur les créneaux 7h-12h et 18h-22h. A 14 

partir de 22h, la température diminuait progressivement pour atteindre 22°C-23°C, pour ensuite 15 

remonter progressivement à partir de 7h. La température a été réglée à 29-30°C pour le créneau 12h-16 

18h. L’hygrométrie était réglée à 65% en journée et 70% la nuit, de 22h-7h. De plus, un éclairage LED 17 

était apporté en soutient de la lumière naturelle avec un allumage et une extinction progressive dans le 18 

créneau de 7h-12h et de 18-22h. 19 

 Les semis ont été effectués le 13 avril 2018 et le 08 avril 2019. Quatre graines de chaque 20 

génotype ont été semées dans 12 pots par modalité en 2018 et 15 en 2019. Une fois les semis effectués, 21 

les pots ont été réarrangés selon le plan expérimental en split-plot. Chaque année a représenté un bloc, 22 

lui-même subdivisé en deux sous-blocs A et B en 2018 et I et II en 2019 selon l’orientation de la serre 23 

(Figure 37). Au bout de deux semaines, les deux plantules les moins robustes de chaque pot ont été 24 

retirées et, pour certaines, repiquées dans des pots de même modalité dont moins de deux plantes avaient 25 

levé. Le but était d’obtenir au final deux plantules de riz vigoureuses dans chaque pot. 26 

 Une irrigation quotidienne par aspersion a été menée jusqu’au début de l’épiaison (50 jours 27 

après semis). A partir de ce stade, l’irrigation a fonctionné par capillarité en remplissant les tablards 28 

dans lesquels les pots étaient entreposés de sorte que la lame d’eau atteigne 7cm environ. La base des 29 

pots était donc constamment en partie immergée, et la surface des pots constamment en contact avec 30 

l’air. Deux semaines avant la maturité des grains (80 jours après semis), les tablards ont été asséchés et 31 

l’irrigation arrêtée pour favoriser la maturation des grains. 32 

 33 
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Les phases d’échantillonnage, mesures et calcul de caractères simples 1 

 Les mesures ont été effectuées à trois étapes clés : tallage, floraison et maturité. Nous avons 2 

établi l’étape tallage à quatre semaines après le semis. La floraison d’un génotype a été déterminée 3 

lorsque 80% des talles observées montraient des étamines sorties au moins sur les 2/3 de leurs panicules. 4 

Enfin le stade maturité a été déterminé lorsque 80% des grains étaient devenus jaunes et vitreux. Chaque 5 

phase d’échantillonnage étant destructive, un lot de 4 pots en 2018 et de 5 pots en 2019 ont été pré-6 

identifiés pour chaque phase. Dans nos analyses, chaque individu correspond à un pot dans une condition 7 

et un bloc donnés pour un échantillonnage. Les variables mesurées correspondent, selon le cas, soit à la 8 

somme soit à la moyenne des deux plantes contenues dans le même pot. 9 

 Pour chaque étape, les plantes d’un même pot ont été coupées à la base des tiges. Pour les phases 10 

tallage et floraison, le nombre de talles (TilNB) présentes dans le pot a été recensé, puis les plantes de 11 

chaque échantillon ont été séparées en limbes verts d’un côté, gaines, tiges, et panicules (y compris 12 

celles déjà visibles) de l’autre. La surface totale des limbes verts par échantillon (LA) a été mesurée 13 

avec un appareil de mesure de la surface des feuilles (LI-3100C Area Meter, Li-Cor, Lincoln, NE, USA). 14 

La surface individuelle de la feuille du drapeau (LA_FD) a été mesurée séparément.  La matière sèche 15 

des feuilles (DWLf) et des tiges (gaines + entre-nœuds, DWSt) à l’issue de 72 h dans une étuve à 60°C, 16 

pesées (matière sèche) par pot pour chaque échantillonnage. La matière sèche totale aérienne a été 17 

calculée comme la somme de la matière sèche des limbes et des tiges (gaines + entre-nœuds + panicules 18 

si présentes).  19 

 À maturité, on a compté le nombre total de talles des plantes divisé en nombre de talles 20 

productives (PanNB), non productives et mortes. La matière sèche des pailles (DWStraw) a été mesurée 21 

par la même méthode décrite ci-dessus. Les grains ont été séparés du rachis et puis trié selon leur 22 

remplissage. Nous avons pondéré le total des grains pleins (Production de grains, GP) et des grains vide. 23 

La taille de la panicule (Pa_Length) a été déterminée en prenant la mesure du premier rang de grains à 24 

la pointe de la panicule. Le taux de remplissage (FiRate) a été calculé comme le rapport entre le nombre 25 

de grains remplis et le nombre total de grains. Le poids de 1000 grains (1000GrDW) a été établi à partir 26 

de la pesée de 50 grains remplis. A partir de ces mesures nous avons calculé l’indice de récolte (HI) 27 

comme le rapport entre le poids des grains secs et la biomasse totale (paille + grains) à maturité. 28 
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L’activité photosynthétique a été estimée par la mesure des échanges gazeux : notée phi_Assim pour 1 

l’assimilation du CO2 en µmol m-2 s-1), phi_Transp pour l’évapotranspiration en mmol m-2 s-1), et 2 

phi_Gs pour la conductance en vapeur d’eau en mmol m-2 s-1). Ces mesures ont été effectuées à floraison 3 

au centre de la feuille drapeau de la talle principale de chaque plante entre 9 et 11h le matin. La moyenne 4 

de deux mesures effectuées sur la même feuille correspond à la valeur retenue. Ces mesures ont été 5 

faites sur les feuilles avant qu’elles ne soient détachées de la plante pour l’estimation de la surface 6 

foliaire. L’appareil utilisé était le GFS 3000 WALZ, doté d’une chambre de mesure de 8 cm2 et 7 

paramétré tel que : Température = 27°C, Humidité relative = 65%, VPD = 1,2 kPa, Rayonnement = 8 

1500 µmol m-2 s-1;  Flux d’air = 800 µmol s-1 9 

 Les taux d’azote dans les organes (%N_Leaf, %N_Stem, %N_Straw, %N_Gr) ont été 10 

mesurés via spectrométrie proche infrarouge (NIRS) selon la même méthodologie et la même base de 11 

donnée que décrites dans le Matériel et Méthodes p83. La compilation de ces taux avec les biomasses 12 

issues des pesées permet d’estimer la quantité brute d’azote contenue dans les plantes par les mêmes 13 

calculs que ceux présentés dans le chapitre précédent (𝑵𝒖𝒑𝒕𝒂𝒌𝒆
𝒑𝒓𝒆 𝒇𝒍𝒐 Eq 8). A partir des quantités d’azote 14 

estimées dans les organes, nous avons pu calculer l’efficacité des plantes à convertir l’azote prélevé (i) 15 

en biomasse totale et (ii) en production de grains (Nitrogen Utilization Efficiency, NUtE) en divisant la 16 

biomasse totale ou le poids des grains par la quantité totale d’azote prélevée tel que  17 

Eq 16 𝑁𝑈𝑡𝐸𝑓𝑙𝑜 =
DWSt+DWSt

𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑇𝑜𝑡     18 

Eq 17 𝑁𝑈𝑡𝐸𝐺𝑟 = 𝐺𝑃/𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑇𝑜𝑡  19 

 Pour le calcul des efficacités de prélèvement (NUpE) et d’utilisation (NUtE) de l’azote, il était 20 

nécessaire d’avoir une estimation de la quantité d’azote présente dans le sol au moment de la mesure. 21 

En connaissant la composition de l’engrais retard, son rythme de libération de l’azote, et en maitrisant 22 

la température ambiante, il a été possible d’estimer la quantité d’azote libérée par l’engrais à 14 mg jour-23 
1 pour la condition N et 7 mg jour-1 pour la condition N/2. Nous avons alors estimé la quantité d’azote 24 

libérée par l’engrais (et donc disponible pour les plantes) à la date d’échantillonnage (NpotFlo ou NpotMat 25 

selon le cas) en multipliant ces valeurs par le nombre de jours entre le semis et la date de mesures pour 26 

chaque pot à chaque stade. Ainsi nous avons pu calculer l’Efficacité de prélèvement pré-floral (NUpEpre-27 

flo), l’efficacité de prélèvement totale (NUpE) et la NUE. 28 

Eq 18 𝑁𝑈𝑝𝐸𝑝𝑟𝑒𝑓𝑙𝑜=𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑝𝑟𝑒 𝑓𝑙𝑜

/𝑁𝑝𝑜𝑡𝐹𝑙𝑜   29 

Eq 19 𝑁𝑈𝑝𝐸 = 𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑇𝑜𝑡 /𝑁𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡 30 

Eq 20 𝑁𝑈𝐸 = 𝐺𝑃/𝑁𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡 31 
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Calcul des caractères illustrant une évolution entre deux stades 1 

 Le calcul de certains caractères a nécessité la compilation de paramètres mesurés à deux stades 2 

différents. De fait, il a été nécessaire d’établir des moyennes afin de regrouper ces paramètres. La 3 

première étape a donc été de calculer les moyennes pondérées (notées EMM pour Estimated Marginal 4 

Means) des paramètres d’intérêt par bloc et par traitement pour chaque génotype. Ainsi nous avons pu 5 

calculer les caractères suivants pour chaque combinaison de modalités, obtenant alors quatre valeurs au 6 

total : 7 

 L'efficacité du tallage (Till.Eff) a été calculée par la division de PanNB par la Flo.TilNB tel 8 

que :  9 

Eq 21 Till. Eff = 𝐸𝑀𝑀. PanNB 𝐸𝑀𝑀. Flo. TilNB⁄ . 10 
 11 

 L’accumulation de biomasse après floraison (PostDWAcc) ainsi que le transfert de biomasse 12 

accumulée avant floraison vers les grains (DWTranslo) ont été estimé via les calculs suivants :  13 

Eq 22  𝑃𝑜𝑠𝑡𝐷𝑊𝐴𝑐𝑐 = 𝐺𝑃𝐸𝑀𝑀 +  𝑆𝑡𝑟𝐷𝑊𝐸𝑀𝑀 − ( 𝑆𝑡𝐷𝑊𝑓𝑙𝑜
𝐸𝑀𝑀 +  𝐿𝑓𝐷𝑊𝑓𝑙𝑜

𝐸𝑀𝑀 ) 14 

Eq 23  𝐷𝑊𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑙𝑜 = ( 𝑆𝑡𝐷𝑊𝑓𝑙𝑜
𝐸𝑀𝑀 +  𝐿𝑓𝐷𝑊𝑓𝑙𝑜

𝐸𝑀𝑀 ) − 𝑆𝑡𝑟𝐷𝑤 15 

  Enfin, les moyennes ajustées ont également permis d’évaluer les deux dernières 16 

composantes de la NUE que sont la quantité d’azote prélève en post floral (𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑝𝑟𝑒 𝑓𝑙𝑜) et la quantité 17 

remobilisée (NRemo) tel que :  18 

 Eq 24 𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑝𝑜𝑠𝑡 𝑓𝑙𝑜

= 𝑁𝐸𝑀𝑀 𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑇𝑜𝑡 − 𝑁𝐸𝑀𝑀 𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒

𝑓𝑙𝑜    19 

Eq 25 𝑁𝑅𝑒𝑚𝑜 = 𝑁𝐸𝑀𝑀 𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑝𝑟𝑒 𝑓𝑙𝑜

− 𝑆𝑡𝑟𝐷𝑊𝐸𝑀𝑀  ×  %𝑁. 𝑆𝑡𝑟𝐸𝑀𝑀  20 

 Ces valeurs ont alors été utilisées pour calculer la NUpEpost et la NRE tel que : 21 

Eq 26 𝑁𝑈𝑝𝐸𝑝𝑜𝑠𝑡 =
𝑁𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒

𝑝𝑜𝑠𝑡 𝑓𝑙𝑜

𝑁𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡
  22 

 Eq 27 𝑁𝑅𝐸 =
𝑁𝑅𝑒𝑚𝑜

𝑁𝐸𝑀𝑀 𝑢𝑝𝑡𝑎𝑘𝑒
𝑝𝑟𝑒 𝑓𝑙𝑜 23 

 Enfin nous avons utilisé la même méthode des EMM pour générer les moyennes de GP pour 24 

chaque condition azote afin de pouvoir calculer la NUE agronomique (ANUE) pour chaque génotype :  25 

Eq 28  𝐴𝑁𝑈𝐸 =
𝐺𝑃𝐸𝑀𝑀

𝐍 − 𝐺𝑃𝐸𝑀𝑀
𝐍/𝟐

𝑁𝐍
𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡− 𝑁

𝐍/𝟐
𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡

 26 

Avec 𝐺𝑃𝐸𝑀𝑀
𝐍  la production de grains moyennes d’un génotype en condition N ; 𝐺𝑃𝐸𝑀𝑀

𝐍/𝟐  pour la production en N/2 ; et 27 

𝑁𝑁
𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡 et 𝑁

𝑁/2
𝑝𝑜𝑡𝑀𝑎𝑡 les quantités d’azote finales estimés dans les pots des conditions N et N/2 28 
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Analyses statistiques  1 

 L’ensemble des variables issues de mesures effectuées au même stade ont été analysé via le 2 

modèle linéaire suivant :  3 

 𝑌𝑛 = 𝜇 + 𝛾𝑘 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗+(𝛼𝛽)𝑖𝑗+𝜀𝑛 4 

 Avec 𝑌 le caractère observé, 𝜇 le moyenne théorique ; 𝛾𝑘 l’effet bloc;  𝛼𝑖 l’effet fixe du 5 

génotype ; 𝛽𝑗 du traitement azote; (𝛼𝛽)𝑖𝑗 l’interaction génotype :azote; et 𝜀𝑛 pour l’effet résiduel. Les 6 

effets des facteurs sur chaque variable ont été calculés par ANOVA, avec le logiciel R. Les modèles ont 7 

été exécutés avec le package lme4. Le calcul des moyennes ajustées mentionnées plus haut et les 8 

analyses posthoc ont été effectués avec le package emmeans. 9 

 Les analyses en composantes principales et les corrélations ont suivi les mêmes méthodes que 10 

celles décrites dans les chapitres précédents. La matrice utilisée pour ces analyses multivariées a été 11 

établie d’après les moyennes ajustées calculées à partir du modèle décrit ci-dessus. 12 
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  1 

Tableau 11 : Taux d'azote dans les feuilles et les tiges à tallage et à floraison, et 
dans les pailles et les grains à maturité 
Les échelles de couleurs sont générées par variable et par modalité de traitement. N : traitement normal; N/2 : traitement 
contraignant. Statistiques issues d’ANOVA faites sur le modèle décrit dans le matériel et méthode. Df :Degrés de liberté. N.S :no 
significant/p-value>0.1 ;Sub.S : SubSignificatif ; p-value>0.05 * : p-value<0.05;** : p-value<0.01; *** : p-value<0.001 

Figure 38 :Effet du traitement azoté sur l'évolution de la biomasse du stade 
tallage à la maturité tout génotypes confondus 
Chaque point représente la moyenne de biomasse ajustée de tous les génotypes à chaque stade et par traitement. La moyenne de 
chaque génotype est également représentée autour de la moyenne générale. N : traitement normal ; N/2 : traitement contraignant 
Les statistiques sont issues du calcul de la p-value de l’effet azote d’après l’anova faite sur le modèle. *** : p-value<0.001 
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Résultats et Discussions 1 

Avant-Propos :  Nous avons eu des problèmes de stock de graines avec le génotype SEPYA_029 en 2018 2 

rendant impossible une partie des mesures décrites dans les paragraphes précédents, c’est pourquoi ce 3 

génotype n’est pas inclus dans les analyses. 4 

Une variation de la phénologie a été observée entre génotypes selon l’année d’expérimentation 5 

 A la vue des observations lors du relevé de floraison (données non présentées) le différentiel de 6 

fertilisation n’a pas impacté les dynamiques de floraison et de maturité. Cependant, la phénologie des 7 

génotypes a été plus longue en 2019 qu’en 2018. En effet, en moyenne les plantes ont atteint leur 8 

floraison trois (Cigalon) à quinze jours (Gines) plus tard en 2019 par rapport à 2018. Cet écart s’est 9 

reporté sur la maturité où on retrouve un écart d’une dizaine de jours en moyenne entre les deux années 10 

(Tableau 10). Ces différences n’étaient pas homogènes d’un génotype à l’autre, si bien que l’ordre de 11 

précocité observé en 2018 diffère de 2019. Dans les figures suivantes, les génotypes sont ordonnés sur 12 

l’axe des X et dans les tableaux selon la moyenne de leurs deux dates de floraison. En revanche les 13 

périodes de remplissages étaient équivalentes pour l’ensemble des génotypes. 14 

La condition de fertilisation a impacté significativement la dynamique d’accumulation de 15 

biomasse et les teneurs en azote des tissus avec une variabilité génétique en fin de cycle.  16 

 Une fertilisation deux fois moins importante dès le départ provoque une chute significative de 17 

la production de biomasse aérienne sur l’ensemble du cycle, qui s’accentue avec le temps. En moyenne 18 

à tallage les génotypes atteignent 2,5 g de matière sèche en condition normale (N) de fertilisation, face 19 

à 1,8 g sous contrainte azotée (N/2), soit un écart de 28%. Cet écart augmente à floraison pour atteindre 20 

44% de différence entre la biomasse accumulée en N (31,5 g) et celle accumulée en N/2 (17,5 g). A 21 

maturité, cet écart est équivalent, avec 42% de différence entre la modalité N (61,5 g) et la modalité N/2 22 

(35,5 g) (Figure 38).  23 

 La variabilité génotypique reste constante à tallage (effet génotype:azote p-value = 0,22 sur la 24 

biomasse à tallage). En revanche à floraison, des distinctions de réaction à la fertilisation apparaissent 25 

(effet génotype:azote p-value = 0,02*). Ainsi, dans la condition normale, la biomasses des deux 26 

génotypes les plus précoces, Cigalon et Paty (21 et 23 g) était deux fois moins grande celle des deux 27 

génotypes les plus tardifs, Manobi et Gleva (37 et 42 g, Figure 38). Ce contraste n’est plus aussi distinct 28 

en N/2 où seulement Manobi (25 g) s’est différencié de Paty et Cigalon (14 et 13 g, respectivement). 29 

Pendant le remplissage en N, la différence de biomasse entre Manobi et Paty a continué à s’accentuer 30 

(effet génotype:azote p-value = 0,01 * sur la biomasse à maturité) avec une accumulation post florale 31 

de plus de 50 g pour Manobi et 23 g seulement pour Paty. La condition N/2 a atténué ce contraste, avec 32 

une accumulation de biomasse post-florale de 19 g de Manobi et de 20 g de Paty. 33 
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  1 

Tableau 12 Effet du traitement azotée sur les composantes du rendements. 
Les échelles de couleurs sont générées par variable sur les deux modalités de traitement. N : Traitement Azote « normal » ; N/2 : 
Traitement Azote « stress ». Statistiques issues d’ANOVA faites sur le modèle décrit dans le matériel et méthode. Df :Degrés de 
liberté. Longueur de panicule en cm et poids de 1000 grains en g. 
Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1  Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 
N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 
 
 
 

Figure 39 : Effet du traitement azotée sur la production de grains pour 
chaque génotype 
Les étoiles représentent la p-value de chaque comparaison deux-à-deux des moyennes du traitement N et N/2 calculées 
indépendamment pour chaque génotype et corrigé avec un ajustement de Tukey.  
Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 
N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 
Les groupes (de quels geroupes parles-tu ? Il n’y a aucune explication de ce que sont ces groupes dans la légende) sont calculés 
à partir du modèle décrit dans le matériel et méthodes. Les groupes sont établis indépendamment par traitement et corrigés par 
un ajustement de Tukey. Gr. DW : Poids de grains produit moyen dans un pot. 
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Le génotype le plus impacté en N/2 était Cigalon avec seulement 32 g de matière sèche de biomasse 1 

produite, soit une perte de 25 g par rapport à la condition N, résultant d’un impact fort du traitement à 2 

la fois sur ses capacités de production pré- et post-florales. 3 

 L’autre impact majeur de la fertilisation s’observe sur les concentrations en azote dans les 4 

différents tissus. La première chose à noter est que le taux d’azote a diminué significativement chez les 5 

plantes qui ont poussé en condition N/2 pour l’ensemble des tissus et à tous les stades (Tableau 11). 6 

Ainsi le taux d’azote dans les feuilles a diminué de 5% à 4,4% à tallage, et de 2,5 à 1,9% à floraison. 7 

Les teneurs d’azote dans les tiges ont également été impactées dans une moindre mesure avec 0,50% de 8 

réduction entre N et N/2 à tallage et 0,2% à floraison. Pour la maturité les grains comme les pailles ont 9 

été légèrement plus riches en azote en condition N qu’en N/2 (0,8% vs 0,62% et 1,36 % vs 1,12%).  10 

 À tallage, il n’y a pas de variabilité génotypique de la teneur en azote dans les tissus (p-11 

value=0,06) ni dans leur interaction avec le traitement azote (p-value=0,9). En revanche à floraison, on 12 

constate des différences entre génotypes, équivalentes pour les teneurs en azote des feuilles et des tiges. 13 

Les concentrations en azote les plus élevées des feuilles et des tiges ont été mesurées chez les génotypes 14 

les plus précoces quelques soit la fertilisation (Tableau 11). Toutefois un génotype, Gleva, s’est 15 

distingué par sa teneur en azote dans les feuilles (2,48%) supérieure aux autres génotypes tardifs 16 

(≈2,17%). Enfin à maturité, on observe également une diversité génétique significative des taux d’azote 17 

dans les grains et les pailles. Toutefois, la tendance globale ne suit pas le schéma de précocité observé 18 

à floraison. Ainsi on retrouve des génotypes comme Gleva et Cigalon éloignés phénologiquement avec 19 

des pourcentages proches (0,87 et 0,85 pour les pailles en N, et 1,46 et 1,38 pour les grains en N/2). 20 

Les contrastes de production en grains entre génotypes se sont atténuées dans la condition 21 

contraignante en azote en raison notamment d’un nombre de panicules plus homogène. 22 

 La production de grains a été nettement impactée pas la fertilisation (Figure 39, p-value= < 2e-23 

16 ***) avec en moyenne 28 g de grains produits en N et 17 g en N/2, soit une diminution de 40% avec 24 

la diminution de 50% de la fertilisation (Tableau 12 Effet du traitement azotée sur les composantes du 25 

rendements.). La production en grains a varié d’un génotype à l’autre avec des contrastes bien plus 26 

prononcés en N qu’en N/2 (Génotype:Azote p-value=0,002**, Tableau 12). Ainsi en N, la gamme de 27 

production en grains s’est étendue de 23 (Paco) à 39 g (Manobi). En N/2, cette gamme s’est étendue de 28 

14 g (Cigalon et Sepya029) à 22 g (Manobi). Paty a été le seul génotype à ne pas être caractérisé par 29 

une diminution significative de sa production en grains malgré la réduction de la disponibilité en azote 30 

de N à N/2. Le différentiel N et N/2 a diminué de manière significative le nombre de panicules moyen 31 

par pot de 9 à 6 (p-value= 7,4e-22***), et la longueur de ces panicules de 16,6 à 15,75 cm (p-value= 32 

3,2e-08***) (Tableau 12). 33 

   34 
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  1 

Figure 40 : Diversité de prélèvement et d'utilisation de l'azote sur un panel de 
neuf génotypes selon la quantité d’azote apporté 
A. Tableau ANOVA du modèle appliqué aux quantités d’azote prélevées totales (Ntot), ainsi que celles prélevées avant (N_Flo) et 
après floraison (N_post_flo), et la quantité d’azote remobilisé pendant le remplissage des grains (N_Remo) et resté dans les pailles à 
maturité (N_Straw)  

Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1  Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 

 B. Prélèvement et répartition de l’azote entre la part d’azote remobilisée et celle fixée dans les pailles. La somme de la part d’azote 
remobilisée et de la part d’azote fixée dans les pailles à maturité correspond au prélèvement d’azote pré-floral. Les groupes sont issus 
de test post-hoc effectués sur le même modèle que les ANOVAs de A., et sont calculés par modalités. N_straw : quantité d’azote 
restant dans les pailles à récolte, N_remobilized : quantité d’azote remobilisé, N_up_post : quantité d’azote prélevée après floraison.  

N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 

A 

B 
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Ces deux composantes sont fixées tôt dans le cycle et donc ont été les premières affectées par l’effet de 1 

la contrainte azotée provoquant la réduction de la taille du puits ultime. Les deux composantes formées 2 

plus tardivement ont été soit non affectées par la contrainte (pas d’effet significatif sur le taux de 3 

remplissage, Azote p-value = 0.65, stable autour de 90%), soit augmentées (augmentation significative 4 

du poids de 1000Gr, p-value=2,8e-05***, de 28g à 29 g). Cela vient probablement de fait de la réduction 5 

trop forte des deux premières composantes qui aurait déséquilibré les rapport sources/puits et permis au 6 

grains de se remplir davantage. Des variations dues aux génotypes sont également présentes pour ces 7 

trois composantes, mais seuls le nombre panicules (composante la plus précoce) et le 1000GrDW 8 

(composante la plus tardive qui permet de réguler l’équilibre entre source et puits) ont eu des réponses 9 

à l’azote variables d’un génotype à l’autre (génotype:azote p-value = 3,6e-02* et 7,05-05***). Ainsi le 10 

nombre de panicules de Paty n’a pas été modifié par le traitement et est resté stable à 7,5 panicules par 11 

plante en moyenne quel que soit la fertilisation. Le nombre de panicules des autres génotypes a été réduit 12 

par la contrainte azotée de deux panicules jusqu’à quatre pour Cigalon. La diversité génotypique pour 13 

le nombre de panicules a été plus faible en N/2 (de 5,3 à 7,2) qu’en N (de 7,4 à 10,8), ce qui correspond 14 

à la tendance de diminution des contrastes de productivité entre génotypes. Le 1000GrDW a subi 15 

d’importantes fluctuations dans les réponses à la fertilisation. Ainsi, une augmentation significative du 16 

1000GrDW (de 1,5 à 3,5 g) a été provoquée par la condition contraignante pour Cigalon, Paco, 17 

Sepya079, et Gines, tandis que cette même variable a été stable pour Paty, Brio, Gleva et Manobi. Enfin 18 

Sepya077 a été le seul génotype dont le 1000GrDW a diminué de 2 g en condition de fertilisation N/2. 19 

Les quantités d’azote prélevées et remobilisé et la réponse à la fertilisation diffèrent selon le 20 

génotype  21 

 Les quantités d’azote prélevées ont également était impactées par la fertilisation et cela se 22 

confirme dans la Figure 40 A. Ainsi la quantité d’azote pré-florale prélevée est 2,5 fois moins importante 23 

en N/2 (≈ 0,15 g) qu’en N (≈0,40 g). Cette observation est aussi valide pour la quantité d’azote post-24 

florale prélevée (0,21 g en N, et 0,13 g en N/2) et celle de la totalité du cycle (0,6 g en N, et 0,3 g en 25 

N/2). Cette fluctuation est encore plus importante pour la quantité d’azote remobilisée qui passe de 0,17 26 

g en condition N à 0,06 g en N/2. 27 

 Le prélèvement total d’azote (sur la durée du cycle) en condition N a été caractérisé par une 28 

forte diversité génotypique (Figure 40 A). Paty est la variété qui a prélevé le moins d’azote (0,52 g) car 29 

elle a cumulé un prélèvement pré-floral relativement bas par rapport aux autres (0,34 g) non compensé 30 

par le prélèvement post-floral (0,18 g) (Figure 40 B). A l’opposé, Manobi, a été le cultivar au 31 

prélèvement d’azote le plus élevé (0,71 g) avec des quantités élevées pendant la période pré-florale (0,45 32 

g) et pendant la période post-florale (0,25 g) (Figure 40 B). Ces deux variétés ont été caractérisées par 33 

des taux proches de 2/3 en pré-floral et 1/3 en post-floral.  34 
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Les prélèvements pré- et post-floraux en condition N ont été également distingués génotypiquement 1 

(Figure 40 A). On peut alors classer des variétés favorisant le prélèvement pré-floral au prélèvement 2 

post-floral. C’est le cas de Paco et de Gleva qui ont prélevé respectivement 0,43 g et 0,46 g d’azote à la 3 

floraison, mais seulement 0,15 g après floraison, soit 73% de l’azote total a été prélevé avant floraison 4 

(Figure 40 B). A l’opposé, le prélèvement post-floral de Cigalon a été le plus élevé (0,30 g), jusqu’à 5 

être équivalent au prélèvement pré-floral. On peut classer la plupart des autres génotypes (Sepya079, 6 

Sepya077, Gines, et Brio) dans une catégorie intermédiaire où les quantités pré-florales et post-florales 7 

prélevées étaient autour de 0,4 et de 0,2 g, soit un ratio respectif de 2/3 et 1/3.  8 

 Les contrastes dans les profils de prélèvement d’azote se sont fortement atténués en condition 9 

N/2. En effet, dans cette condition, le prélèvement pré-floral de la plupart des génotypes a chuté autour 10 

de 0,17 g (Figure 40 B). Et un contraste significatif a été observé entre les génotypes au cycle le plus 11 

court, Cigalon et Paty d’une part, et le génotype au cycle le plus long Manobi d’autre part, avec 12 

respectivement 0,15 g, 0,3 g et 0,22 g d’azote prélevés. Les capacités de prélèvement pré-floral relatives 13 

d’un génotype à l’autre ne semblent pas avoir été impactées par la disponibilité en azote. En revanche, 14 

la quantité post-florale d’azote prélevée de Paty a été caractérisée par une tendance inverse à celle en  15 

condition N : sous contrainte azotée (N/2), le prélèvement post-floral d’azote de cette variété (60% du 16 

prélèvement total) semblait stimulé (Figure 40 B). En conclusion, ces observations semblent confirmer 17 

un prélèvement post-floral d’azote plus élevé pour les variétés précoces, particulièrement marqué en 18 

condition N pour Cigalon et N/2 pour Paty. 19 

En condition favorable la quantité d’azote remobilisée a varié en fonction de la quantité 20 

d’azote prélevée alors qu’en condition contraignante la quantité d’azote remobilisée a 21 

varié avec la phénologie. 22 

  La diversité génotypique pour la remobilisation de l’azote a suivi celle du prélèvement 23 

pré-floral (Figure 40 B) : en condition N, les plantes qui ont prélevé moins de 0,36 g d’azote (Cigalon 24 

et Paty) étaient également celles qui ont remobilisé le moins d’azote (entre 0,7 g et 0,13 g). A l’opposé 25 

les génotypes qui ont davantage prélevé d’azote avant floraison sont ceux qui remobilisé davantage vers 26 

les grains, soit de 0,17 g (Sepya079) à 0,24 g (Gleva) d’azote (Figure 40 B). Les quantités d’azote 27 

restantes dans les pailles à maturité étaient relativement proches d’un génotype à l’autre, autour de 0,2 g. 28 

Cette valeur pourrait être un seuil au-delà duquel les génotypes de ce panel ont plus été capables de 29 

remobiliser. Ainsi le potentiel de remobilisation d’un génotype pourrait être directement lié à la 30 

différence entre la quantité de prélèvement pré-florale d’azote et ce seuil. 31 
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 La relation entre azote prélevé et azote remobilisé n’a pas été aussi nette avec la modalité N/2. 1 

En effet, les capacités de remobilisation de Paty ont été plus faibles que celles de Manobi, Brio, Gleva 2 

et Sepya077 (moins de 0,02 g pour Paty comparé à une moyenne de 0,9 g pour les autres, Figure 40B). 3 

Ainsi Paty s’est fortement distinguée en N/2 par la quantité d’azote contenue dans les pailles à maturité 4 

(80% de l’azote prélevé avant floraison). 5 

 Les valeurs de l’efficience de remobilisation de l’azote (NRE,N Remobilisation efficiency) ont 6 

confirmé ces observations (Figure 41). D’une part, le taux moyen de remobilisation de l’azote diminue 7 

de la condition N à la condition N/2 de 43% à 33%. D’autre part, cette diminution n’est pas systématique 8 

d’un génotype à l’autre. Ainsi Cigalon a remobilisé 29% de l’azote prélevé quel que soit le traitement. 9 

A l’opposé, Paty et Paco ont été les seuls génotypes dont la part d’azote remobilisée a chuté 10 

significativement de 38 à 8% et de 44 à 34% de la modalité N à la modalité N/2. Une diversité 11 

génotypique dans la NRE n’a été observée qu’en condition contraignante : les génotypes les plus 12 

précoces ont également été les moins efficaces à remobiliser l’azote en N/2. Il est intéressant de constater 13 

que les contraste de NRE entre génotypes n’étaient significatif qu’en condition contraignante désignant 14 

les variétés les plus précoces comme les moins efficientes. Cela pourrait venir du fait que les quantités 15 

prélevées avant floraison pour ces deux génotypes étaient trop faibles, le peu d’azote contenu devaient 16 

alors rester dans les feuilles pour maintenir leur activité. 17 

Certains génotypes ont modulé leur efficacité de prélèvement d’azote post-florale en fonction 18 

de la condition de fertilisation, mais in fine tous les génotypes ont la même efficacité de 19 

prélèvement d’azote totale. 20 

 La NUpE totale, n’a été impactée ni par la fertilisation (p-value=0,5) ni par le génotype (p-21 

value=0,14) avec en moyenne 39% de l’azote disponible prélevé dans tous les cas (données non 22 

montrées). Ceci indique que même si la fertilisation a eu un impact sur l’efficacité de prélèvement à des 23 

stades distincts du cycle, l’efficacité de prélèvement sur le cycle entier a été la même quel que soit le 24 

génotype. C’est bien la répartition du prélèvement sur l’ensemble du cycle qui a distingué les génotypes 25 

entre eux. 26 

 L’efficacité de prélèvement pré-floral (NUpE pre-flo) de l’azote a été stable d’un génotype à 27 

l’autre avec en moyenne 36% de l’azote disponible prélevé à floraison (génotype p-value = 0,36). En 28 

revanche, les génotypes ont été globalement plus efficaces en N qu’en N/2 (p-value = 6.8e-06 ***) avec 29 

respectivement 38% et 34% de l’azote disponible prélevé (Données non montré). Ainsi, une quantité 30 

plus élevée d’azote disponible déclenche un prélèvement plus important avant floraison. La quantité 31 

brute prélevée a ainsi été plus de deux fois supérieure dans la modalité N que dans la modalité N/2 32 

(Figure 40). Cette modulation d’efficacité selon le traitement s’est conservée d’un génotype à l’autre 33 

(génotype:azote p-value= 0,25). 34 
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  1 

Figure 41 : Efficacité de remobilisation (NRE) de l'azote pendant le 
remplissage des grains selon la traitement azoté pour chacun des neuf 
génotypes 
La NRE (Eq 27)représente la part d’azote présente dans la plante à floraison qui est retrouvée dans les grains à maturité. 
Les étoiles représentent la p-value de chaque comparaison deux-à-deux des moyennes du traitement N et N/2 calculées 
indépendamment pour chaque génotype et corrigé avec un ajustement de Tukey.  

N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 

Significativité établie tel que : p-value>0.1  NS ; p-value <0.1  Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 
0.001*** 

 Les groupes statistiques sont calculés à partir du modèle décrit dans le matériel et méthodes. Les groupes des traitement N 
et N/2 sont établis indépendamment et corrigés par un ajustement de Tukey avec un seuil à 0,05 
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 Le différentiel de fertilisation a provoqué une augmentation globale de l’efficacité de 1 

prélèvement post floral en N/2 (p-value=0,0059**) avec 17% face à 14% (Figure 42). Toutefois la 2 

diversité génotypique sur le prélèvement post-floral a varié également selon le traitement 3 

(génotype:azote p-value=0,04*). En effet, on a constaté une forte modulation d’efficacité chez Paty, 4 

Paco et Gleva dont les efficacités ont augmenté de 14% pour Paty, et 7% pour les deux autres en 5 

condition contraignante (N/2). Cette augmentation pendant la phase post-florale a permis à ces variétés 6 

d’être aussi efficaces sur l’ensemble du cycle que Cigalon dont l’efficacité de prélèvement globale 7 

(20%) n’a pas été modulée par la fertilisation. A l’inverse, Brio est resté un génotype peu efficace pour 8 

le prélèvement post-floral quel que soit le traitement. Ces résultats indiquent que les mécanismes de 9 

régulations du prélèvement post-floral ont été stimulés par des quantités moindres d’azote seulement 10 

chez certains génotypes mais que les génotypes précoces ont été ceux au prélèvement post-floral le plus 11 

efficace, en condition N (Cigalon) et N/2 (Paty) (Figure 42). 12 

Une disparité de réponse de l’efficience d’utilisation de l’azote prélevé (NUtE) selon la 13 

condition de fertilisation a induit une variabilité de l’efficience d’utilisation de l’azote 14 

(NUE) pour certains génotypes selon la condition. 15 

 La compilation des données de biomasses et de prélèvement nous permet d’évaluer la NUtE de 16 

production de biomasse à chaque stade. La NUtE a globalement diminué entre le tallage et la floraison 17 

passant de 95 à 80 g de matière sèche produite par g d’azote prélevé (g.g-1 N) en condition N et de 115 18 

g.g-1 N à 105 g.g-1 N en N/2 (Figure 43 A). La NUtE a ensuite augmenté jusqu’à maturité pour atteindre 19 

120 g.g-1 N en condition N/2 et 100 g.g-1 N en condition N. On constate que (i) la période de floraison 20 

est moins propice à une forte production de biomasse, probablement dû au ralentissement de la 21 

croissance avec la mise en place des inflorescences, à la mise en place de réserves en vue du remplissage 22 

des grains, et à une rétroaction négative du remplissage des puits intermédiaires (feuilles et entre-nœuds) 23 

sur la stimulation de la source (prélèvement d’azote); (ii) les génotypes produisent plus efficacement de 24 

la biomasse, en rapport à l’azote prélevé, en condition contraignante de disponibilité en azote, avec 25 

l’hypothèse de davantage de drainage de l’azote disponible en condition favorable. De même que pour 26 

la NUtE biomasse, la NUtE de la production de grains a été significativement plus élevée pour tous les 27 

génotypes en N/2 comparé à N (Figure 43 B). Le génotype le plus efficace était Manobi dans les deux 28 

conditions avec 78 g.g-1 N en N/2 et 55 g.g-1 N en N. Le contraste le plus important entre N et N/2 a été 29 

observé chez Paty dont l’efficacité a augmenté de 12 g.g-1 de N à N/2.  30 
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 1 

   2 

Figure 42 : Efficacité de prélèvement de l’azote (NUpE) post-florale selon 
les deux conditions azotées  
La NUpE post florale (Eq 26) représente la part d’azote prélevé pendant la phase de remplissage rapportée à la quantité 
estimée d’azote relâché à la fin du cycle. Les étoiles représentent la p-value de chaque comparaison deux-à-deux des 
moyennes du traitement N et N/2 calculées indépendamment pour chaque génotype et corrigé avec un ajustement de Tukey. 

Les groupes statistiques sont calculés à partir du modèle décrit dans le matériel et méthodes. Les groupes N et N/2 sont 
établis indépendamment et corrigés par un ajustement de Tukey. 

N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 

Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 
0.001*** 
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La NUE, intégrant la NUpE et la NUtE, a logiquement augmenté globalement en condition de contrainte 1 

azotée (p-value= 2,1e-07 ***) avec en moyenne 22 g de matière sèche de grains produite pour 1 g 2 

d’azote disponible en N/2 face à 18 g.g-1 en N (Figure 44 A). Cependant, la diversité génotypique 3 

(Génotype:Azote p-value= 0,0087**, Figure 44 A) a mis en valeur en N/2 trois génotypes dont la NUE 4 

a été significativement plus élevée : Paty, Brio et Gleva. A l’inverse, la NUE de Cigalon, Sepya077 et 5 

Gines n’a pas varié significativement entre les deux traitements. Ces résultats signifient que ces derniers 6 

génotypes ont utilisé plus efficacement le surplus d’azote en N pour la fabrication de grains, tandis que 7 

Paty, Brio et Gleva sont des variétés dont l’azote supplémentaire n’a pas été pas utilisé de manière 8 

efficace, comme cela est illustré par la NUE Agronomique (Figure 44 B). Ainsi, la variabilité de la NUE 9 

agronomique indique que Cigalon, Gines et Manobi ont produit en moyenne 18 g de matière sèche de 10 

grains par g d’azote disponible supplémentaire alors que Paty, Gleva et Brio en ont produit 11 

respectivement 5, 9 et 11 g (Figure 44 B). 12 

Les caractères précoces liés au prélèvement et à la productivité sont anti-corrélés aux 13 

caractères tardifs. 14 

 La matrice de corrélation présentée en Figure 45 représente l’ensemble des relations deux à 15 

deux des variables mesurées dans chaque condition. Une classification hiérarchique a été appliquée sur 16 

cette matrice et trois clusters de variables ont été mis en évidence. Le groupe I contient quatre variables 17 

liées au mesures de prélèvements d’azote tardives (NUpE, N_post_Flo, Flo.%N.Leaf, et le %N_Gr), les 18 

deux variables liées à la mise en place du rendement par rapport à la biomasse totale (l’Harvest Index, 19 

HI et l’efficience de tallage) ; deux variables liées à la photosynthèse (Assimilation de CO2 et 20 

Conductance en vapeur d’eau) ; et enfin le nombre de feuilles vertes à maturité. Sur la base de ces 21 

corrélations, il est intéressant de penser qu’une concentration élevée d’azote dans les feuilles à floraison 22 

entraînerait une activité photosynthétique importante de la feuille drapeau, ce qui s’associerait 23 

également avec le maintien des feuilles vertes et une bonne conversion des talles en talles productives. 24 

L’ensemble des variables de ce groupe ont des relations positives les unes avec les autres dans les deux 25 

conditions à l’exception de %N_Gr, corrélé uniquement au stay-green et au taux d’azote à floraison. De 26 

plus, le HI n’a montré des corrélations qu’en condition N/2 (Figure 45). Le groupe II contient des 27 

variables liées aux prélèvements d’azotes précoces (Ntot à tallage, Tal.%N. Leaf , N_pre_Flo, et 28 

N_Remo), ainsi que des variables liées à la biomasse végétative accumulée jusqu’à floraison 29 

(Flo.ShDW, Flo.TilNB) et sa remobilisation post-florale (DW_Translo). Les deux dernières variables 30 

sont le FiRate et l’évapotranspiration (Figure 45). Ces variables ont montré des corrélations positives 31 

très fortes les unes avec les autres (0,4<r²<0.9) avec très peu de variation d’un traitement à l’autre. Le 32 

FiRate et le Tal.%N. Leaf ont été en revanche plutôt indépendants en N/2. Ce groupe permet d’illustrer 33 

une stratégie expansive chez les plantes concernées: un faible taux d’azote dans les feuilles à tallage 34 

permettrait de favoriser au maximum le développement de la surface foliaire et le tallage.   35 
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Figure 43 : Diversité de la Nitrogen Utilization Efficiency (NUtE) selon le 
traitements 
A. Evolution de la NUtE de production de biomasse totale du stade tallage au stade maturité. Chaque point relié représente la 
moyenne de NUtE de tous les génotypes à chaque stade. La moyenne de chaque génotype est également représentée autour de la 
moyenne générale. Les statistiques sont issues du calcul de la p-value de l’effet azote d’après l’anova faite sur le modèle.  
B. Effet du traitement azoté sur la NUtE de production de grains pour chacun des 9 génotypes.  
N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 
Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001***  

Figure 44 : Effet du traitement azoté sur la Nitrogen Use Efficiency (A) et les 
conséquences sur l'Agronomique NUE (B) pour chacun des 9 génotypes  
On décrit la NUE comme le poids de grains produit par azote apporté (en g.g-1 N , Eq 20), et l’ANUE comme le gains en production par apport 
supplémentaire d’azote (en g.g-1 N,Eq 28).Les étoiles représentent la p-value de chaque comparaison deux-à-deux des moyennes du traitement 
N et N/2 calculées indépendamment pour chaque génotype et corrigé avec un ajustement de Tukey.  
Les groupes statistiques sont calculés à partir du modèle décrit dans le matériel et méthodes. Les groupes N et N/2 sont établis 
indépendamment et corrigés par un ajustement de Tukey. 
N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 
Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 
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Ceci impliquerait alors un fort taux d’azote global nécessitant donc de grandes forces de puits (longueur 1 

de panicule) pour accumuler une quantité élevée de carbone et d’azote pendant le remplissage.  2 

 Les variables du groupe I sont caractérisées par un grand nombre de corrélations négatives avec 3 

celles du groupe II, sauf pour l’HI  qui était indépendant des variables du groupe II en N (Figure 45). 4 

Cet ensemble de corrélations négatives renforce la distinction entre génotypes, parmi ceux favorisant 5 

l’accumulation pré-florale de biomasse et une expansion rapide et ceux favorisant l’accumulation de 6 

biomasse et le prélèvement d’azote après floraison. L’absence de corrélation de l’HI en N indique que 7 

les plantes auraient modulé la répartition de leur biomasse finale qu’en condition contraignante. De plus, 8 

le prélèvement d’azote pré-floral associé à une production de biomasse avant floraison a impacté 9 

négativement les teneurs en azote des tissus plus âgés (grains et feuilles à floraison) probablement par 10 

effet de dilution. Cette diminution des teneurs en azote a été associée aussi à une diminution de l’activité 11 

photosynthétique, à une sénescence accélérée des feuilles et à une remobilisation accrue de l’azote et de 12 

la biomasse. Enfin on constate que l’efficience de tallage était anti-corrélée avec l’ensemble du groupe 13 

II dont le nombre de panicules et le nombre de talles à floraison. Cela signifie que les plantes ayant 14 

développé moins de talles ont été celles qui ont réussi à en convertir la majorité en talles productives. 15 

La surface de la feuille drapeau est anti-corrélée au caractère « stay green » et indique des 16 

variétés à fort potentiel d’utilisation de l’azote en condition favorable. 17 

 Le groupe III peut se placer à part des deux autres en raison d’un nombre de corrélations moindre 18 

et inconstant d’une condition à l’autre. Ce groupe contient la plupart des variables liées au rendement : 19 

production de grains, efficacité d’utilisation de l’azote (NUE et NUtE), poids de 1000 grains, nombre et 20 

longueur des panicules et l’accumulation de biomasse post-floraison. On y retrouve également la 21 

biomasse à tallage, la quantité d’azote finale et la surface foliaire de la feuille drapeau (LA_FD). La 22 

principale constatation à faire concerne la corrélation négative entre la surface foliaire des feuilles 23 

drapeau avec des caractères du groupe I comme le caractère stay-green (pour les deux traitements), le 24 

taux d’azote dans les feuilles à floraison et le taux d’azote dans les grains (en condition N) (Figure 45). 25 

De plus, la LA_FD est corrélée dans les deux conditions avec les variables liées au rendement (NUTE, 26 

NUE, GP) et des variables du groupe II comme la quantité d’azote pré-floral prélevé et la quantité 27 

d’azote remobilisée. Toutefois elle perd la corrélation avec la NUE en N/2. La surface de la feuille 28 

drapeau semble être un bon indicateur (positif) de l’efficacité d’utilisation de l’azote en condition 29 

favorable et (négatif) de la capacité de prélèvement post-floral de l’azote par sa corrélation négative 30 

avec le caractère stay-green.  31 

  32 
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I 

 1 

 2 

 3 

 4 

 5 

  6 

II 

III 

Figure 45 : Matrice de corrélation des variables physiologiques par traitement 
Chaque point représente une corrélation noté significative au seuil de 99%. L’échelle de couleur décrit la valeur du r² de la corrélation. 
Chaque valeur a été calculée à partir des 4 répétitions (A,B, I et II) des 9 génotypes, ceci pour chaque traitement (traitement N sur fond 
blanc et N/2 sur fond gris). Les variables ont été classées selon leurs proximités dans une classification hiérarchique selon la méthode de 
liaison complète. 

Tal.TillNB: Nombre de talles à Tallage;Tal.ShDW: Biomasses sèches à Tallage; Tal.%N.Leaf: Taux d'azote dans les feuilles à Tallage; 
Tal.Ntot: Quantité d'azote totale à tallage; Flo.TilNB: Nombre de talle à Floraison;LA_FD: Surface moyenne des feuilles drapeau; 
Flo.ShDW: Biomasses sèches à Floraison;Flo.%N.Leaf: Taux d'azote dans les feuilles à Floraison; N_pre_Flo: Quantité d'azote prélevée 
à Floraison; SG_Lf: Nombre de feuille toujours vertes; Nb_Pa: Nombre de panicules final;1000GrDW: Poids de 1000 Grains; FiRate: 
Taux de remplissage; Pa_Lenght: Longueur moyenne des panicules ; GP: Poids de grains produits; %N_Gr: Taux d'azote dans les grains; 
Mat.Ntot: Quantité finale d'azote prélevés; NUPE: Nitrogen Uptake Efficiency; NUE: Nitrogen Use Efficiency;HI: harvest Index; NUTE: 
Nitrogen Utilization Efficiency; N_post_Flo: Quantité d'azote prélevée après floraison; phi_Assim: Assimilation du CO2; phi_Transp: 
Evapotranspiration; phi_Gs: Conductance de vapeur d'eau; Post_DW_Acc: Biomasse accumulée après floraison; DW_Translo: Biomasse 
remobilisée après floraison; Till.Eff: Efficience de tallage; N_remo: Quantité d'azote remobilisé 
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Discussion Générale 

 Des conditions expérimentales très contrastées… 

 Dans ce chapitre nous avons décrit deux expérimentations menées sur deux années dont le but était d’étudier 

l’utilisation de l’azote chez des riz japonica tempérés adaptés à la riziculture européenne en conditions contrôlées et sur le 

terrain. Avant de mettre en relation les différents résultats obtenus il est important de préciser les points sur lesquels ces 

dispositifs diffèrent et se rejoignent au-delà des différences évidentes des contraintes environnemental d’une 

expérimentation terrain.  

 Tout d’abords on peut faire remarquer que la composition des deux panels est assez similaire. En effet, sept 

génotypes (67% des génotypes) ont été étudiés dans les deux expérimentations : Cigalon, Paty, Manobi, Gines, Paco, Brio, 

et Gleva. Ensuite il faut souligner des différences concernant la période de culture qui est connue pour avoir un impact sur 

l’initiation florale de certaines variétés selon les durées d’ensoleillement, et leur allongement ou réduction dépendantes de 

la saison, (Baker et al. 1990). Bien qu'effectuée en serre, les expérimentations en conditions contrôlées n’ont certes pas été 

soumises aux aléas climatiques, mais ont toutefois été soumises à une variation de photopériode différente des plantes au 

champ, que l’éclairage LED ne pouvait pas entièrement compenser. Ainsi ayant été semées première quinzaine d’avril et 

récoltées courant juillet les plantes en serre ont connu un cycle d’allongement suivis d’un cycle de réduction de la 

photopériode. A l’inverse les plantes au champs, semée première quinzaine de mai, ont subi une période d’allongement 

courte suivie d’une période de réduction du temps d’ensoleillement. De plus nous n’avons pas pris en compte les variations 

journalières de températures sur le terrain. Ces dernières impliquent des temps thermiques (21,8°C en moyenne pendant la 

phase végétatives) différents de ceux de la serre où la température quotidienne était constante et plus élevée (26,5°C). Ces 

différences de photopériode et de température peuvent expliquer en partie les écarts de phénologie de certains génotypes 

entre les deux expériences. Enfin il est important de souligner les différences entre les apports d’azote : les expérimentations 

en serre et au champ ont différé par la nature même des engrais apportés, la répartition des apports et la nature du sol. En 

effet les plantes au champ ont été fertilisées selon les préconisation habituelles pour la culture du riz (Mutters et al. 2010) 

à deux ou trois reprises, avec une fertilisation NPK en premier, et de l’urée pour les apports suivants. Les plantes en serre, 

quant à elles, ont été cultivées en pot, ont été fertilisées par l’apport au semis d’engrais retard NPK, dont la caractéristique 

principale est de relâcher les éléments de manière continue dans le temps. Or ces méthodes de fertilisation ont montré 

qu’elles aboutissaient à des productivités significativement différentes dans des condition similaires (Guo et al. 2016; Ke 

et al. 2017; L. Wang et al. 2018). De plus, la condition N/2 impliquait également une disponibilité moindre des éléments P 

et K. 

…mais des résultats en commun prometteurs 

 Malgré les différences des conditions expérimentales, plusieurs résultats sont communs aux expérimentations au 

champ et en serre (i) l’ensemble des génotypes a prélevé la même quantité d’azote au moment de la floraison, en dépit 

d’une variabilité de la durée de la phase végétative selon leur précocité ; (ii) les génotypes se sont distingués par leur capacité 

de remobilisation associée négativement  à leur capacité de prélèvement post-floraison ; (iii) cette distinction était liée d’une 
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part à la précocité (plus un génotype était précoce, plus il a prélevé d’azote après floraison) et d’autre part aux capacités de 

production de biomasse selon le stade (un prélèvement d’azote post-floral élevé est associé à une faible production pré-

florale et inversement), et (iv) une petite surface individuelle de la feuille drapeau est un marqueur morphologique de la 

capacité à prélever de l’azote en post floraison et du stay-green.  

 On retrouve une diversité entre génotype dans l’utilisation globale de l’azote qui semble liée au prélèvement post 

floral, surtout dans des conditions que l’on peut considérer comme optimales ; à savoir la condition N en serre et l’année 

2019 avec la fertilisation N150 au champs. En effet les génotypes Cigalon et Manobi sont restés les génotypes qui 

prélevaient le plus d’azote après floraison tandis que Paco et Gleva étaient les génotypes qui en prélevaient le moins. 

Toujours en accord avec les résultats du champ, les durées remplissage en serre étaient aux alentours de 40 jours pour tous 

les génotypes. Ainsi quand on associe la durée homogène du remplissage avec l’apport mesuré et continue de l’engrais 

retard, seul le fonctionnement intrinsèque des génotypes permet d’expliquer les contrastes de prélèvement post floraux.  

Cela permet de souligner une vraie diversité génétique pour cette capacité. Cependant les contrastes concernant le 

prélèvement post floral étaient plus fort au champ qu’en serre. Ainsi on ne peut exclure l’hypothèse suivante : au champ les 

génotypes plus tardifs n’ont pas eu accès à l’ensemble de l’azote au moment où les besoins était les plus grands, à savoir 

l’initiation paniculaire (X. Chen 2015; Xiong et al. 2018) ; car celle-ci est mise en lorsqu’une partie de la fertilisation a déjà 

été lessivée ou volatilisée (L. Zhao et al. 2010; Ke et al. 2017). 

 Un autre résultat commun entre les deux conditions était l’augmentation des efficiences de prélèvement et 

d’utilisation dans des conditions contraignantes. En effet l’absence de la dernière fertilisation au champ ainsi que la 

condition N/2 en serre avait pour principal objet l’analyse du comportement des génotypes sous contrainte de disponibilité 

en azote. Les résultats N100/2019 au champs n’ont montré que deux génotypes se distinguant sur leur capacité à prélever 

après floraison, Cigalon et Paco. En serre, seul Paty a montré une utilisation de l’azote supérieure aux autres en N/2. De 

même cette variété a montré une tendance à stimuler son prélèvement post floral en condition contraignante. Ce 

comportement avait également été relevé au champ. Ces résultats soulignent une homogénéisation de la répartition des 

prélèvements d’azote quand les plantes sont cultivées en condition contraignante en azote. 

Enfin nous avons globalement constaté que les efficacités d’utilisation augmentent en condition de stress. En effet l’année 

2018 au champ (tout traitement confondu) et la condition N/2 peuvent se caractériser par des disponibilités en azote 

moindres et c’est dans ces environnements contraignants que la NUtE (biomasse et grains) de l’ensemble des génotypes a 

augmenté. Cette augmentation d’efficience avait déjà été observée dans plusieurs études (L. Jiang et al. 2004; Y.-L. Zhang 

et al. 2009; Mu et al. 2016). A contrario les conditions favorables N150 et N mettent en évidence les génotypes les plus 

aptes à valoriser le surplus d’azote en rendement, et donc au potentiel les plus élevé, ce qui est notamment le cas de Manobi. 
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 Le développent végétatif précoce a impacté la quantité de prélèvement d’azote post-florale 

 La force de puits exercée par les grains reste une hypothèse viable pour expliquer l’induction du prélèvement post-

floral (Mi et al. 2000; Jianchang Yang et Zhang 2010; Yoneyama et al. 2016). En effet lorsqu’on cumule le nombre de 

panicules avec leur longueur obtenue en serre (Figure 46), on constate que la force de puits est corrélée à la quantité d’azote 

post-florale prélevée. Or l’initiation de la panicule ainsi que sa taille sont les premières composantes du rendement à être 

déterminées. Comme évoqué dans le Chapitre 1 certaines variétés de riz sont capables d’adapter la production de biomasse 

et l’élaboration précoce de leur puits final en fonction de l’environnement par le biais du tallage et de la détermination de 

la taille des panicules optimisant ainsi leur productivité (Luquet et al. 2006; Bueno et al. 2010; Dewi Erika Adriani et al. 

2016). Autrement dit, la production de nouveaux organes puits (talles, puis panicules) ne se ferait que si la source (d’abord 

le sol, puis les tissus âgés) est suffisamment fournie. La diversité de réponses entre génotypes obtenue dans les expériences 

montre que certaines variétés ont davantage tiré parti de l’amélioration des conditions de culture par rapport aux autres. Ces 

dernières ont alors développé des forces de puits et des capacités de prélèvement plus élevées : ces variétés caractérisées 

par une forte plasticité étaient Cigalon, Manobi et Gines ont augmenté le nombre de talles et la quantité de biomasse de la 

condition N/2 à N en serre et la quantité de biomasse au champ de 2018 à 2019. Un tel effet positif de l’azote sur la 

croissance végétative a été montré dans de nombreux cas (Vinod et Heuer 2012; Y.-L. Zhang et al. 2009; F. Deng et al. 

2015; Yi et al. 2020). Cependant notre étude a montré qu’un autre cultivar, Paty, était peu plastique dans sa dynamique de 

tallage mais avait une capacité de prélèvement post florale forte. Cela pourrait s’expliquer par le fait que Paty a développé 

la force de puit la plus forte en condition N/2 (en compensant le petit nombre de panicules par une longueur de panicule 

plus importante) et donc le prélèvement post floral le plus fort. 

 Toutefois, cette hypothèse n’explique pas l’induction globale du prélèvement post floral en 2018 détaillée dans 

l’article. Une hypothèse complémentaire concernant le seul organe non étudié, les racines, permet d’expliquer cette 

observation. La disponibilité en azote favorise le développement des organes aériens au détriment des racines, et 

inversement (Zhang et al. 2009; Fan et al. 2010; Vinod et Heuer 2012; Ogawa et al. 2014a; Ogawa et al. 2014b). Ainsi en 

2018, en conditions contraignantes, on peut supposer que les plantes ont développé un système racinaire conséquent à la 

recherche d’éléments azotés. De plus, la modification de la disponibilité en azote a un impact fort sur les dynamiques de 

prélèvement (Islam 2019). Or, la disponibilité d’azote du sol n’est pas constante au champ, à cause, entre autres, du 

lessivage, du ruissellement, de la volatilisation, des apports échelonnés de 50U, et des variations de l’état physico-chimiques 

dues à la mise en eau (Simpson et al. 1984; Cai et al. 2008; Kirk 2004). Ainsi, au champ, les plantes ont subi une forte 

augmentation des disponibilités en azote par le troisième apport, qui pourrait avoir stimuler leur prélèvement racinaire. Ce 

mécanisme a pu être d’autant plus favorisé que le système racinaire supposé était plus développé etet que la force de puit 

était plus élevée notamment chez les génotypes les plus efficients en prélèvement post-floral (Cigalon, Paty, Manobi, et 

Gines).  
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Figure 46 : Relation entre le prélèvement d’azote post-floral et 
l'estimation de la force de puits 
La force de puits est estimée par la multiplication du nombre de panicules par la longueur moyenne de ces 
dernières. La quantité d’azote prélevée post floraison est calculée selon la formule décrite à l’Eq 24. 
Corrélation calculée selon la méthode de Pearson sur l’ensemble des points N et N/2.  
N : traitement normal ; N/2 : Traitement contraignant 

p-value=0,02 
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La remobilisation, un mécanisme majeur pour la productivité dans un environnement contraignant 

 La remobilisation de biomasse a été montrée comme souvent accompagnée de remobilisation d’azote (Ntanos et 

Koutroubas 2002; H. Wu et al. 2018), ce que nous avons pu confirmer dans nos expériences. La production et la viabilité 

de nouveaux organes puits induisent des transferts accrus d’éléments carbonés et azotés depuis les sources (Smith, Rao, et 

Merchant 2018). Ces sources peuvent être les organes plus âgées (feuilles, tiges ou racines) de la plante ou bien le sol. Dans 

le cas où les éléments du sol ne sont pas disponibles en assez grande quantité (incapacité à prélever ou absence), les 

ressources disponibles pour assurer la survie de l’ensemble des organes puits se limitent à celles remobilisées depuis les 

organes âgés. Cela induit donc des dynamiques de sénescence importantes. Elles peuvent se manifester par l’augmentation 

de la mortalité des feuilles à l’échelle de la talle (Kosgey et al. 2013 chez lez maïs; Gaju et al. 2014 chez le blé), mais 

également de la mortalité des talles (Y.-L. Zhang et al. 2009) faisant chuter l’efficience de tallage. Ces dynamiques sont 

d’autant plus fortes que les forces de puits sont fortes (surproduction par rapport à la source). Nous avons pu observer ce 

lien entre sénescence accrue et surproduction précoce par la très forte opposition entre la biomasse produite à floraison et 

l’efficience de tallage établie dans le Chapitre 1 et déjà observée chez Zhang et al. 2009. Ainsi les génotypes produisant 

davantage de biomasse au début de leur cycles (les tardifs) étaient ceux qui avaient les taux de pertes de talles les plus 

importants. De plus, la corrélation entre la biomasse remobilisée et la production en grains, uniquement présente en 

condition de contrainte en serre, nous permet de mettre en évidence l’importance de la remobilisation quand les éléments 

viennent à manquer. En effet, cela signifie qu’en condition limitante le rendement est assuré majoritairement par la 

remobilisation, elle-même liée aux capacités de prélèvement et de production précoces. Ainsi les variétés tardives, plus 

productives en début du cycle, et plus remobilisatrices, parviennent à maintenir leur productivité en condition contraignante, 

ce qui n’est pas le cas des variétés précoces comme Cigalon et Paty. 

Le prélèvement post-floral a optimisé la productivité en réduisant, à l’échelle de la feuille individuelle, les flux 

sortant de la remobilisation 

 Les mécanismes de remobilisation des éléments accumulés précocement ont été pendant longtemps considérés 

comme primordiaux pour une bonne productivité et une bonne qualité de grains (Ntanos et Koutroubas 2002; Samonte et 

al. 2006; Jianchang Yang et al. 2006; M. Li et al. 2014; F. Deng et al. 2015; H. Wei et al. 2017). Or, nous avons montré 

que le prélèvement d’azote post-floral permettait également un gain de performance (Chapitre 1, Wu et al. 2018). Ces 

observations semblent paradoxales en raison de l’opposition entre la remobilisation et le prélèvement post-floral montrée 

chez le blé (Kichey et al. 2007; Bogard et al. 2010a; Oorbessy Gaju et al. 2014) et est confirmée par notre étude. Cette 

opposition pourrait s’expliquer par la compensation éventuelle entre le flux entrant d’azote prélevé en post-floraison et le 

flux sortant de l’azote remobilisé. Dans ce sens, Yoneyama et al. (2016) ont établi un modèle à l’échelle d’une feuille lors 

du développement végétatif selon lequel la remobilisation se mettrait en place quand 90% des capacités de stockage de la 

plante sont utilisées, ce schéma tenant compte du prélèvement d’azote issu du sol. L’association des deux flux (entrant et 

sortant) abouti à une diminution lente de la quantité d’azote dans la feuille. On peut alors extrapoler ce modèle à la phase 

de remplissage des grain en tenant compte d’une éventuelle diversité dans le prélèvement tardif.  
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Figure 47 : Flux théoriques d'azote d’une des quatre dernières feuilles lors 
du remplissage des grains (modifié d’après Yoneyama 2016) 
Ce modèle théorique suit le modèle de Yoneyama (2016) appliqué à une des quatre dernières feuilles lors du remplissage.  

Les courbes noires représentent les dynamiques des flux d’azote entrant et sortant chez une plante sans prélèvement post 
floral important. Les flux sortant sont accélérés par le début de la sénescence et la force de puit exercé par les grains. Les 
flux entrant diminuent progressivement car peu d’azote est prélevé depuis le sol et les flux des autres organes sont soit 
épuisés soit dirigés préférentiellement vers les grains. Les flux se stoppent à la mort de la feuille, cette dernière contient 
toujours une quantité d’azote qui n’a pas été remobilisée. 

Les courbes vertes représentent les mêmes dynamiques mais chez une plante capable de prélever de l’azote après floraison. 
L’azote prélevé après floraison est supposé se diriger préférentiellement vers les grains comme cela a été montré chez le blé 
(Kichey 2009). Ainsi une partie de la force de puits des grains est comblée par le prélèvement tardif. De ce fait les flux 
sortant des dernières feuilles sont amoindris. De même on peut supposer qu’une petite partie de l’azote prélevé continue 
d’arriver dans la feuille ralentissant aussi la chute des flux entrant. Ces compensations permettent alors de repousser la mort 
de la feuille. 
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Ainsi, dans le cas où les ressources dans le sol soient suffisantes (troisième apport au champ, ou apport continue en serre) 

et que la plante ait des capacités de prélèvement post florale, cette dernière serait alors capable de compenser la 

remobilisation de l’azote sortant grandement augmenté par la force de puits des inflorescence (Figure 47). Ainsi le niveau 

d’azote global, ainsi que la photosynthèse pourraient se maintenir dans les dernières feuilles (celles qui participent le plus 

à la remobilisation (Yoneyama et al. 2016), et ainsi optimiser la production.  

 Cette réflexion corrobore l’hypothèse établie au Chapitre 1 où la NUpE n’impacterait la productivité qu’en 

condition favorable. En effet le potentiel des plantes à prélèvement post florale de peut s’exprimer que si l’azote est 

disponible. L’importance d’une disponibilité tardive d’azote a déjà été démontrée aussi bien par l’apport échelonné que par 

des apport continue d’engrais (Guo et al. 2016; Wang et al. 2018). Toutefois, au vue de nos résultats, nous pouvons supposer 

que les pratiques impliquant des apports tardifs n’auraient pas le même impact d’un génotype à l’autre selon leur dynamique 

de prélèvement. Le proxy de la surface de la feuille drapeau établi précédemment serait un excellent moyen d’optimiser ces 

derniers apports. 

Conclusion 

  Pour conclure, ce chapitre a permis de mettre en évidence un schéma global d’utilisation de l’azote (Figure 48, 

flèches noires) et de confirmer des profils d’utilisation de l’azote divergent selon la capacité de prélèvement post florale 

(Figure 48, flèches de couleurs) dans un panel restreint à une douzaine de variétés de riz tempérés, ceci en conditions 

contrôlées et au champ. De plus nous avons mis en évidence la dynamique de production de la biomasse en lien avec ces 

profils d’utilisations, soulignant l’importance de la mise en place de la force de puit. D’autres interrogation restent toutefois 

en suspens, notamment sur les potentiels échanges d’une talle à une autre lors de la sénescence en condition de stress qui 

permettrait de récupérer les éléments non disponibles dans le sol, ou encore sur la diversité des réactions aux conditions 

azotées du point de vue racinaire.  
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Partie 3 : Etude de génétique d’association de la 

variation de sensibilité du riz à la pyriculariose 

en condition de fort intrant azoté 

 

Ce chapitre est constitué d’un article soumis le 18 novembre 2020 à la revue BMC Plant Biology.  

Le travail décrit a pour but d’étudier la génétique sous-jacente à la plasticité de la sensibilité à la pyriculariose du riz selon 

la fertilisation (NIS). Nous avons ainsi analysé la NIS dans des conditions contrôlées en serre dans un panel de 139 

génotypes de riz japonica tempérés. Une analyse d'association (GWAS) a été menée sur le caractère de sensibilité afin 

d’identifier les loci potentiellement impliqués dans la NIS en comparant les loci identifiés dans des conditions de forte et 

de faible teneur en azote. Cette approche a permis l'identification de loci validés dans différents environnements azotés. 

Nous avons également utilisé un nouvel indice : le NIS Index, décrivant la variation d’un génotype par rapport à la variation 

de la population afin d’identifier les loci contribuant à la plasticité de la sensibilité sous différents régimes de fertilisation 

azotée. 

  Un effet NIS global correspondant à une augmentation globale de 8% de la densité de lésions a été observé dans la 

population. Trois nouveaux QTL ont pu être identifiés. Un allèle rare du locus RRobN1 sur le chromosome 6 offre une 

résistance robuste dans des environnements à forte et faible teneur en azote. Un allèle fréquent du locus NIS2, sur le 

chromosome 5, accentue la sensibilité à la pyriculariose dans des conditions de forte teneur en azote mais ne la déclenche 

pas. Enfin, un allèle du locus NIS3, sur le chromosome 10, atténue l'augmentation de la sensibilité résultant de la fertilisation 

à l'azote mais augmente les niveaux de sensibilité globaux. Cet allèle est presque complètement fixé dans les riz Japonicas 

tempérés. Cela pourrait être la conséquence de la co-localisation avec un locus impliqué dans l'adaptation au stress du froid, 

très fortement sélectionné dans cette sous population. Nos résultats permettent d’étendre à la sous-espèce Japonica Tempéré 

l’observation initiale selon laquelle l’ajout d'azote augmente la sensibilité à la pyriculariose du riz. Nous démontrons 

également l'utilité d’un indice d'estimation de la plasticité permettant l'identification de nouveaux loci impliqués dans la 

réponse du riz à la pyriculariose sous différents régimes d'azote.
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Abstract 1 

Background: Nitrogen fertilization is known to increase disease susceptibility, a phenomenon called 2 

Nitrogen-Induced Susceptibility (NIS). In rice, this phenomenon has been observed in infections with 3 

the blast fungus Magnaporthe oryzae. A previous classical genetic study revealed a locus (NIS1) that 4 

enhances susceptibility to rice blast under high nitrogen fertilization. In order to further address the 5 

underlying genetics of plasticity in susceptibility to rice blast after fertilization, we analyzed NIS under 6 

greenhouse-controlled conditions in a panel of 139 temperate japonica rice strains. A genome-wide 7 

association analysis was conducted to identify loci potentially involved in NIS by comparing 8 

susceptibility loci identified under high and low nitrogen conditions, an approach allowing for the 9 

identification of loci validated across different nitrogen environments.  We also used a novel NIS Index 10 

to identify loci potentially contributing to plasticity in susceptibility under different nitrogen fertilization 11 

regimes. 12 

Results: A global NIS effect was observed in the population, with the density of lesions increasing by 13 

8%, on average, under high nitrogen fertilization. Three new QTL were identified. A rare allele of the 14 

RRobN1 locus on chromosome 6 provides robust resistance in high and low nitrogen environments. A 15 

frequent allele of the NIS2 locus, on chromosome 5, exacerbates blast susceptibility under the high 16 

nitrogen condition. Finally, an allele of NIS3, on chromosome 10, buffers the increase of susceptibility 17 

arising from nitrogen fertilization but increases global levels of susceptibility. This allele is almost fixed 18 

in temperate japonicas, as a probable consequence of genetic hitchhiking with a locus involved in cold 19 

stress adaptation. 20 

Conclusions: Our results extend to an entire rice subspecies the initial finding that nitrogen increases 21 

rice blast susceptibility. We demonstrate the usefulness of estimating plasticity for the identification of 22 

novel loci involved in the response of rice to the blast fungus under different nitrogen regimes. 23 

Keywords: Rice; Magnaporthe oryzae; GWAS; Nitrogen; robustness, temperate japonica rice, rice 24 

blast, induced susceptibility25 
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Background 1 

Rice (Oryza sativa) grown in Europe occupies 450,000 ha with an average yield of 6.5t/ha [1]. Seventy-2 

five percent of the varieties grown in Europe are derived from the temperate japonica subspecies, that 3 

is adapted to short cropping season and low temperatures. In order to improve elite varieties for different 4 

traits, a European Rice Germplasm Collection (ERGC) was established and characterized [2]. Among 5 

targeted traits, the resistance to rice blast disease is one of the most studied. Rice blast is caused by the 6 

fungus Magnaporthe oryzae (syn. Pyricularia oryzae) which is the main rice disease in France and 7 

worldwide [1, 3]. The disease causes a decrease in photosynthetic activity, poor circulation of nutrients, 8 

and can lead to leaf death [4]. Fungicide application is one of the main management methods [5].  9 

 As part of the Green Revolution, breeding programs have established varieties with complete 10 

resistance to M. oryzae [5]. So far, more than 100 major resistance loci and 500 Quantitative Trait Loci 11 

(QTL) have been identified, with 35 resistance genes cloned [6, 7]. The application of genome-wide 12 

association studies (GWAS) has increased our knowledge on the genetics of rice blast resistance [8-18]. 13 

However, temperate japonica remains the subspecies with the highest level of susceptibility [19] and 14 

the integration of resistance in breeding programs is still needed [11]. Moreover, virulent fungal strains 15 

regularly appear two to six years after adopting resistant varieties, and complete resistance is often not 16 

durable [20, 21]. For these reasons, partial (quantitative) resistance, which reduces susceptibility levels, 17 

appears to be a complementary option [20]. However, partial resistance is particularly sensitive to 18 

management practices [3, 22, 23]. In rice, high levels of nitrogen input are conducive to disease 19 

development, a phenomenon called Nitrogen-Induced Susceptibility (NIS) [24, 25]. NIS is characterized 20 

by an increase in lesion number in varieties displaying partial resistance/susceptibility [24, 26]. We have 21 

previously proposed a model in which plants under elevated nitrogen fertilization show enhanced 22 

induction of plant defenses that is then overcome by an increased expression of the fungal pathogenicity 23 

program, thus leading to greater susceptibility [26]. In order to deal with this detrimental phenomenon, 24 

it is necessary to identify robust forms of resistance unaffected by nitrogen levels or to identify genetic 25 

factors controlling NIS. We have previously identified an allele from the Aus Kasalath variety at the 26 

NIS1 locus on chromosome 1 that dominantly confers enhanced susceptibility to rice blast under high 27 

nitrogen fertilization, when introgressed into the  temperate japonica Nipponbare variety [24]. Despite 28 

the identification of NIS1, the genetics of NIS remains poorly understood in rice and other plants. 29 
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 Phenotypic plasticity is defined as a genotype displaying different phenotypes in different 1 

environments, while its opposite, robustness, is the phenomena whereby a given phenotype is expressed 2 

similarly across environments. Robustness is measured by comparing the mean phenotype between two 3 

environments or by measuring the variance of the phenotype between two environments [28]. A first 4 

approach involves the building a model based on large-scale multi-environment phenotyping in order 5 

to quantify Genome x Environment effects [29, 30]. However, the disadvantage of this approach arises 6 

from difficulties in finding reliable models that correlate traits and their environment drivers [29]. For 7 

pathogen resistance, a second approach could be to investigate the impact of environmental disturbance 8 

on immune traits using genetic approaches [31-33]. Most of the time the strategy used by breeders is to 9 

estimate robustness of resistance by evaluating resistance in multi-environment field trials [13, 34] thus 10 

limiting plasticity, or to manage the trials with  specific stresses [25]. These methods are efficient to 11 

identify robust resistance, but do not allow the identification of loci that could contribute to 12 

robustness/plasticity without conferring resistance per se. While the molecular mechanisms by which 13 

the plant prioritizes resistance in some environments is beginning to be understood [35], the 14 

identification of more loci that buffer the impact of the environment on resistance is required to increase 15 

our knowledge of NIS.  16 

 Indeed, few genetic studies have identified robust disease resistance loci in rice [36, 37] or other 17 

pathosystems [38-40]. In order to investigate the impact of a given disturbance on resistance, it may be 18 

fruitful to develop a quantitative metric of robustness [41] that can be associated with the genotype. 19 

Many stress tolerance indexes were developed by estimating the variation between the stress and control 20 

conditions to map the robustness of the yield under drought or salt disturbance [42-44]. These indexes 21 

rate phenotypic robustness, genotype-by-genotype. As far as we know, this type of index has not been 22 

used in the case of an abiotic disturbance affecting disease resistance.  23 

 In this study, we developed an index to determine the robustness of susceptibility to rice blast 24 

in the presence or absence of nitrogen fertilization. Our objective was to map resistance loci that are 25 

robust in an agronomic environment using nitrogen fertilization that could be useful for breeders in 26 

Europe. We used a temperate japonica population grown under two different nitrogen fertilization 27 

regimes and identified QTLs by genome-wide association that were either shared or not across the two 28 

environments. Using a new index for rice blast resistance robustness, we were able to identify an 29 

additional QTL that buffers the impact of nitrogen fertilization on rice blast susceptibility.30 
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Methods 1 

Plant material and experimental setup 2 

A set of 331 temperate japonica rice genotypes were screened at seedling stage for their susceptibility 3 

to M. oryzae isolates CD203 and CL26 (Figure 49 and additional figure 4). Among these lines, 159 and 4 

117 demonstrated susceptibility to either CD203 or CL26 respectively, and were selected to investigate 5 

partial resistance to M. oryzae under different nitrogen fertilization environments (Additional file 1 and 6 

2). The experiment was conducted in greenhouses using previously described experimental procedures 7 

[24]. Basically, inoculations were performed 4 weeks after sowing (5 leaf stage) by spraying a 8 

suspension of 50,000 conidia per ml suspension (with 0.5% gelatin). Subsequently, rice plants were 9 

incubated for 16 h in a controlled climatic chamber at 24°C with 95% relative humidity. Nineteen 10 

replicate blocks of the experiment were conducted in a complete randomized design, with one control 11 

genotype, GINES, included in each trial. Two repetitions of four seeds of each accession were sown per 12 

plastic plot (9x9x9 cm) in Neuhaus S soil in which poudzolane was added (2 L/ 70L). Rice plants were 13 

grown 28°C/20°C, 16 h light. Plants grew under standard fertilization for three weeks. In the fourth 14 

week, and one day before inoculation, the N0 (all nutrients except nitrogen) and N1 (nutrients including 15 

nitrogen 50% NH4+/50% NO3−; 40 mg/L) treatments were applied with irrigation water as previously 16 

described [24]. One statistical unit corresponds to one leaf of one genotype in one condition. The fungal 17 

strains CD203 and CL26 were used for inoculation on four-week-old plants (4-leaf stage) with a 50 000 18 

spores/mL suspensions as previously described [45]. 19 

Disease assessment 20 

Seven days after inoculation, each infected leaf was scanned at the same resolution (600 pixels per inch). 21 

The pictures were analyzed by LeAFtool (Lesion Area Finding tool), which is an R package developed 22 

in-house and available on github depository (https://github.com/sravel/LeAFtool). The program 23 

measures lesion number and leaf area. Parameters used for pictures analysis were  at least 10 000 pixels 24 

for leaves and 50 pixels for lesion areas, with a blur at 3. To account for outliers and software mistakes, 25 

aberrant sized lesions have been removed from the analysis. Finally, leaf susceptibility was estimated 26 

by the number of a lesion per cm² of leaf area. 27 

 The following fixed model has been applied on all data to evaluate genotype, treatment, and 28 

interaction effects with the lme4 R package [46]. Analysis of variance (ANOVA) and Least Square 29 

means (LSmeans) calculation was done from this model with the lsmeans R package [47]. Data were 30 

log-transformed to get parametric distribution. 31 

𝑌 = 𝜇 + 𝛾𝑘 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗 + (𝛼𝛽)𝑖𝑗 + 𝜀𝑖𝑗𝑘 32 

https://github.com/sravel/LeAFtool
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With 𝑌 as the phenotype,  𝜇 as the theoretical mean,𝛾𝑘 the trial effect, 𝛼𝑖 the genotype effect, 𝛽𝑗 the 1 

nitrogen effect, (𝛼𝛽)
𝑖𝑗

 the genotype x nitrogen interaction effect, and 𝜀𝑖𝑗𝑘 as residuals. Broad-sense 2 

heritability was calculated separately for each Nitrogen environment using analysis of variance, with 3 

h2 = σ2G/(σ2G+σ2e/n), where σ2G and σ2e are the estimates of genetic and residual variances.  4 

We adapted the previously described Drought Susceptibility Index (DSI) [44], to calculate a Nitrogen 5 

Induced Susceptibility Index (NISI):  6 

 7 

Where 𝐿𝑆𝑀𝑖
𝑁0and 𝐿𝑆𝑀𝑖

𝑁1correspond to the lsmean of genotype 𝑖 in the N0 and N1 conditions 8 

respectively.𝑁𝐼 is the Nitrogen Impact (adapted from the Stress Intensity of the initial DSI) on all 9 

genotypes present in the experiment and is calculated as:  10 

𝑁𝐼 = 1 −
𝐿𝑆𝑀𝑎𝑙𝑙

𝑁1

𝐿𝑆𝑀𝑎𝑙𝑙
𝑁0 11 

 NISI, therefore, is a measure of NIS estimated for each genotype relative to the nitrogen impact 12 

on the population. In terms of robustness, the index evaluates the observed robustness of disease 13 

susceptibility in a given genotype across the two fertilization regimes relative to the total robustness of 14 

the panel. If nitrogen induces a global increase in susceptibility to blast, then NI will be negative, and 15 

vice versa were nitrogen to reduce susceptibility. When NI is negative, more robust genotypes will have 16 

NISI values less than one and approaching zero, indicating that the susceptibility of these genotypes is 17 

less affected by nitrogen conditions.  Less robust genotypes will have NISI values greater than 1. We 18 

use the NISI when there is a statistically significant nitrogen effect on the panel (meaning a NI≠0). In 19 

the event no global effect was found, we would use an adjusted NIS index, which corresponds to the 20 

same calculation but without the division by NI. The heritability of the NISI has been estimated from 21 

the genetic variance observed in the GWA study divided by total variance. 22 

Genotyping  23 

 Genotype data used in this study were obtained from CIRAD [48]. In our panel, we filtered 24 

markers with a call rate below 75%, a heterozygosity rate above 20% or a minor allele frequency (MAF) 25 

< 2.5. This matrix has been imputed with Beagle 4.0 (window=250 overlap=25 ne=200). The final 26 

matrix includes 19997 SNPs with 331 genotypes. 27 

𝑁𝐼𝑆𝐼𝑖 =

1 −
𝐿𝑆𝑀𝑖

𝑁1

𝐿𝑆𝑀𝑖
𝑁0

𝑁𝐼
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Linkage disequilibrium and Genome-Wide Association analysis 1 

 We used a genotype matrix, G, of 19997 SNPs for 331 japonica temperate cultivars to calculate 2 

Linkage Desiquilibrium (LD) , a Kinship matrix, and PCA using TASSEL software 5.2.59 [49]. Linkage 3 

Disequilibrium was estimated from the Kinship matrix as the square of the correlation of allelic states 4 

(r²) between all pairs of markers on each chromosome. The plot of  r² values and genetic distance was 5 

done with the R package LDheatmap [50].  The Kinship matrix K was estimated by the Centered IBS 6 

method as described in [51]. The population structure data were estimated with a Principal Component 7 

Analysis (PCA) with 4 axes kept. The GWAS was conducted with a weighted mixed linear model 8 

(MLM) on a subset of 139 genotypes from the 159 that were phenotyped. Each GWAS was done with 9 

the same G, K, and PCA data, for three phenotypic datasets: LSMN0 , LSmean of susceptibility in N0 10 

condition for each genotype, LSMN1, same with N1 conditions, and the NISI, as calculated using the 11 

formula above. 12 

 The threshold to declare a significant association was set to –log10 P = 5. A quantitative locus 13 

was identified if five SNPs were detected with a –log10 P close to 5 in same LD block. Isolated 14 

significant SNPs are reported in an additional data file (Additional data file 8) but were not further 15 

investigated. Gene annotations for selected loci were made using the Nipponbare temperate japonica 16 

rice reference genome viewed with the Orygenesdb genome browser [52]. For the most significant QTL, 17 

haplotype groups were identified using SNP-seek [53] and then correlated to our genotypic dataset. We 18 

ran a new model including the haplotype effect to test the contrast test with a Tukey adjustment to 19 

estimate a haplotype group effect. The SNP-seek database was used to identify rice varieties carrying 20 

two corresponding haplotypes at NIS3 locus in order to generate a validation set of twenty-six genotypes 21 

from four different subspecies: sixteen with the NIS3-1 haplotype and ten with the NIS3-3 haplotype 22 

(Table in Additional file 3).  This validation panel was inoculated under the same conditions as those 23 

used for GWAS (high and low nitrogen followed by inoculation with M. oryzae CD203 isolate).24 



Partie 3   Results 

159 

Results 1 

NIS is isolate-dependent in temperate japonica rice genotypes  2 

 Partial resistance/susceptibility to rice blast was estimated under two nitrogen fertilization 3 

condition levels (low-level: N0; high-level: N1- see Methods) from a least-square means (Lsmeans) 4 

analysis of the density of blast lesions. We found 117 temperate japonicas (Additional file 3) genotypes 5 

that were susceptible to the blast fungus isolate CL26, but no evidence of a global effect nitrogen  6 

fertiliser treatment on susceptibility (Additional file4). There was a significant genotype by nitrogen 7 

treatment interaction, with four genotypes (3%) showing an increase of susceptibility under nitrogen 8 

treatment and ten (8%) showing a decrease. 9 

 We found 159 rice lines susceptible to the blast fungal isolate CD203. In this analysis, the 10 

nitrogen fertilizer treatment, genotype, and the genotype-by-treatment interaction were all significant 11 

(Additional file 5). The significant nitrogen treatment by genotype interaction implies that the impact of 12 

nitrogen on rice blast susceptibility depends on the rice genotype in this panel and thus that these data 13 

are suitable for a genome-wide association analysis. 14 

 The average increase in susceptibility to CD203 under the N1 condition was 8% (Figure 49).  15 

Nineteen genotypes (11%) were significantly more susceptible in N1 compared to N0 conditions and 16 

five were significantly less (3%). The maximum increase in lesion number was observed in the 17 

TRAMONTO genotype, with four times more lesions in N1 condition than in N0. Conversely, the 18 

MARENY genotype showed three times fewer lesions in N1 condition than in N0 condition. Thus, our 19 

results indicate that NIS is relatively rare (14% of the panel) in this temperate japonica population which 20 

makes it an interesting population to identify genes with robust resistance. Heritability of Lsmeans for 21 

rice blast resistance was 0.43 and 0.42 for N0 and N1 conditions respectively (Additional file 6), 22 

allowing for GWA analysis within each fertilization condition.   23 

 LSmeans of N1 and N0 condition were used for the calculation of a new NIS Index (NISI, see 24 

Methods). This index allows the detection of genotypes for which the change of susceptibility upon 25 

fertilization deviates from the norm of 8% found at the level of the panel (Figure 49). A genotype with 26 

a NISI of 1 has an increase of susceptibility equal to the global increase (8%). More robust genotypes 27 

will have NISI scores approaching zero, while less robust genotypes will have scores greater one. 28 

Twenty-seven percent of the genotypes showed a rather robust susceptibility with a NISI between -1 29 

and 1, and thirty percent had a NISI higher than three (Additional file 7).  30 

 31 
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GWA analysis of rice blast resistance under different nitrogen fertilization 1 

 The GWA analysis identified fourteen significant SNPs in the N0 environment and three SNPs 2 

in the N1 environment (Figure 50 A and B respectively, and Additional file 8). To define a QTL, we 3 

only considered loci detected by several closely linked significant and sub-significant SNPs (see 4 

Methods). This excluded five SNPs found on chromosome seven that appeared to be scattered, with no 5 

other sub-significant SNP nearby. By contrast, the single SNP found on chromosome 5 appeared to 6 

represent a locus (NIS2) containing four sub-significant SNPs. Another locus, RRobN1 on chromosome 7 

6, was defined by eleven significant SNPs.  8 

 Twenty-one significant SNPs were identified in the genome-wide association using the NIS 9 

Index score as the phenotype (heritability of NISI = 0.1) (Figure 50 C and Additional file 8). Among 10 

them, the four SNPs mapping on chromosome 2 and three on chromosome 3 were not considered further 11 

as they were scattered all along the chromosomes. A QTL (NIS3), defined by a block of 12 significant 12 

SNPs, was identified on chromosome 10. It is noteworthy that this QTL was not detected in the GWA 13 

analysis for lesion density, further demonstrating the usefulness of the NIS Index.  14 

 15 

RRobN1, a QTL conferring partial resistance not affected by nitrogen fertilization 16 

 The RRobN1 (Resistance Robust to Nitrogen 1) locus on chromosome 6 was initially identified 17 

in the GWA analyses by eleven SNPs significant in the N0 but not the N1 condition (Tables Additional 18 

file 8 and 9; and Figure 51 A). The haplotype associated with resistance is found in only four varieties 19 

of the panel: IRAT 268, IAC 26, GIGANTE VERCELLI, and RUBIThe level of resistance conferred 20 

by this locus is a reduction in lesion number of 75% in both N0 and N1 conditions (Figure 51 A). 21 

However, RRobN1 does not confer resistance to the CL26 isolate (Additional file 10). Thus RRobN1 is 22 

isolate-specific and confers robust resistance under high nitrogen, two characteristics found for classical 23 

major resistance genes [24], suggesting that this locus underlies a classical resistance gene. However, 24 

the RRobN1 locus (650 kb between 23.90 to 24.2 Mb) on chromosome 6 does not contain any mapped 25 

or cloned resistance genes [55] and among the forty-two genes in the region there are no resistance gene 26 

analogs in the reference genome Nipponbare (Table Additional file 11). Thus the robust, elevated 27 

resistance associated with the RRobN1 locus may not be conferred by a classical resistance gene analog. 28 

Two phospholipidase D genes involved in disease resistance [56, 57] could be good candidates, among 29 

others.   30 
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NIS2, a QTL associated with increased susceptibility under high nitrogen fertilization 1 

 A second locus on chromosome 5, named NIS2, was only detected in the N1 condition against 2 

the CD203 isolate. There was no significant association of NIS2 with the CL26 isolate (Additional file 3 

10). NIS2 was defined by a unique SNP in a strongly linked LD block (LD r² around 0.9 from 27.55 to 4 

27.96 Mb) containing five sub-significant SNPs (with –log10 P greater than 4) and 69 annotated genes 5 

(Figure 51 B, Additional file 11). In fact, possibly two haplotypes could be defined at this locus, with 6 

the first haplotype (NIS2-1) found in 22 varieties (26% of the population). Plants with this NIS2-1 7 

haplotype showed a 17% increase in lesion number from low to high nitrogen conditions (Figure 51 B). 8 

The second haplotype, NIS2-2, showed a more modest increase of 7%, similar to the average effect of 9 

nitrogen in the population (Figure 49).  10 

   11 

NIS3, a QTL conferring partial resistance strongly impacted by nitrogen fertilization 12 

 In contrast to RRoN1 and NIS2, NIS3 was identified using the NIS index (NISI; see Methods 13 

and above). NIS3 is located in an LD block of 800 Kb on chromosome 10 containing 126 annotated 14 

genes (Figure 51 C and Tables Additional file 8, 9 and 15). We could define three haplotypes at this 15 

locus using the nineteen SNPs available in the 3000 rice genomes (Table Additional file 13). We could 16 

not further characterize the NIS3-2 haplotype because it was represented by only four genotypes in our 17 

panel. The NIS3-3 haplotype was the most represented in our sample (112 genotypes or 79%) whereas 18 

the NIS3-1 haplotype was less frequent, present in 25 genotypes. The mean NISI value of lines carrying 19 

the NIS3-1 haplotype was 3.46, which was significantly greater than lines with the NIS3-3 haplotype, 20 

which had a mean NISI value close to zero (Figure 51 C). NIS3-1 genotypes were more resistant than 21 

NIS3-3 genotypes, but also more sensitive under high nitrogen, with an increase of susceptibility of 22 

14.6% (Figure 51 C).  23 
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  1 

Figure 51 : Genetic details and phenotypic associations of the three loci 
controlling NIS to M. oryzae in temperate japonicas 
A and B Two loci were identified after GWAS analysis using disease levels against CD203 isolate: RRobN locus (23,9 Mpb -24,2Mpb 
on chromosome 6; A),  NIS2  locus (27.55-27.96 Mb on chromosome 5; B). C One loci was identified using a NIS index: NIS3 locus 
(18,4 Mpb-19,2Mpb on chromosome 11). 

For each locus, the figure on the left represents the physical position of the QTL on their respective chromosome. The figures in the 
middle show susceptibility to CD203 strain for each haplotype of each QTL, in each of the two nitrogen conditions (N0 in white, N1 in 
grey). Red diamonds corresponds to the mean for each treatment. The red arrow indicates the value of the increased susceptibility in 
case of significant effect of nitrogen condition.  

 The figures on the right represent the NIS index depending of each QTL haplotype. Although this Index was only used for the 
identification of NIS3, we also displayed it for RRobN1 and NIS2 for comparison.  

P-Values were obtained from Wilcoxon test for A and B, and  a Student Test after a logarithmic transformation for C. 
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 We built a new rice panel (See Methods) in order to specifically test if haplotypes at the NIS3 1 

loci were predictive of the phenotype across rice diversity. We chose twenty-six genotypes from 2 

different subspecies: sixteen with the NIS3-1 haplotype and ten with the NIS3-3 haplotype (Table in 3 

Additional file 2).  This panel was inoculated with the CD203 isolate under the same conditions as those 4 

used for GWA. This experiment showed a significant interaction between nitrogen and genotypes (p-5 

value=4.33e-4) but no global nitrogen impact (p-value= 0.56).  We did not use the NI because there was 6 

no global nitrogen effect in the ANOVA (NI~0, thus NISI has to be adjusted; see Methods). As we 7 

observed in the original GWA, plants with the NIS3-3 haplotype were more robust to the effect of 8 

nitrogen treatment, with a mean adjusted NISI score of 0.68, compared to the adjusted NISI score of 9 

3.46 for plants with the NIS3-1 haplotype. These results validate the involvement of NIS3 in NIS to the 10 

CD203 isolate (Figure 52). There was no significant difference between the adjusted NIS index of 11 

haplotypes NIS3-3 and NIS3-1 (Additional file 14) in the panel of 117 genotypes susceptible to CL26 12 

strains. 13 

  14 

  The NIS3-3 allele is common in temperate japonica (79% of the panel tested, Additional file 15 

16). We searched for interesting allelic variants of genes at the NIS3 locus that could have been fixed 16 

in this population. We found that an allele of RIPER6 (Ripening-related family protein), which is 17 

associated with cold tolerance [65], is observed in 90% of the cases in association with NIS3-3. 18 

  19 
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 1 

Figure 52 : Adjusted NIS index for NIS3 in validation population  2 
Twenty-six genotypes were selected from the 3000 genomes for validation of the QTL based on their NIS3 haplotype. The 3 
CD203 strain was used for inoculation. Each point corresponds to the adjusted NIS index of one repetition of one genotype 4 
calculated as: 5 
1-LSmeanN1⁄LSmeanN0 6 
According to the formula, as values become more negative, there is a stronger effect of nitrogen in increasing susceptibility. 7 
Positive values correspond to a decrease of susceptibility. P-Values were obtained from a Student Test 8 

. 9 
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Discussion 1 

 In this study, we demonstrated the negative impact (8% on average) of nitrogen fertilization on 2 

rice partial resistance to M. oryzae strain CD203. Until now, the Nitrogen-Induced Susceptibility (NIS) 3 

phenotype had only been observed on a limited number of rice genotypes [24]. We thus extend the 4 

characterization of NIS to an entire rice subspecies. We have also demonstrated that this phenotype 5 

varies among genotypes, with a significant Genotype x Nitrogen interaction. We provide evidence that 6 

a very small number of genotypes show increased resistance under high nitrogen (Additional file 1), a 7 

promising finding for breeders. We also identified a QTL, RRobN1, with an allele conferring partial 8 

resistance even in the high nitrogen environment. These results indicate that genetic solutions for robust 9 

resistance to the blast fungus across nitrogen environments are available in rice temperate japonicas. 10 

 Moreover, in addition to the already known locus NIS1 [24], we identified two QTL (NIS2 and 11 

NIS3) implicated in NIS phenotype. Finally, we observed  variation in the effects of the QTL depending 12 

on the pathogen strain, suggesting that the effect of nitrogen on plant resistance may vary from one 13 

fungal isolate interaction to another, like in other pathosystems [70-72].  14 

 The change in susceptibility to rice blast under nitrogen fertilisation was twice as large in plants 15 

carrying the NIS2-1 allele than the mean reaction of the panel (a 17% increase instead of 8%, Figure 16 

51 B). Similarly, plants with the NIS3-1 allele showed a greater increase (15%) in susceptibility 17 

following nitrogen treatment than NIS3-3 genotypes (7% Figure 51 C). In this respect, the NIS2-1 and 18 

NIS3-3 alleles have similar consequences on susceptibility under high nitrogen. However, NIS3 differs 19 

from NIS2 because its impact on susceptibility is observed across the nitrogen environments. Indeed, 20 

plants with the NIS3-1 haplotype were observed to be less susceptible than those carrying NIS3-3 21 

independent of nitrogen treatment, while NIS2-1 differs from NIS2-2 only under conditions of high 22 

nitrogen.  23 
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 The use of NIS Index (NISI) proved useful for measuring changes in susceptibility following 1 

nitrogen treatment since the NIS3 locus was only detected in the GWAS using the NISI as our 2 

phenotype. Indeed, the NISI allowed us to recognize genotypes both more and less robust to the effects 3 

of nitrogen fertilization on susceptibly compared to the mean reaction of all the population. Such an 4 

index is particularly useful when a uni-directional effect is observed, as in the case of drought and 5 

salinity, which quite often have a similar effects on the whole panel but with varying intensity [43, 73, 6 

74]. Similar indexes were used in other association studies on the robustness of the yield to abiotic stress 7 

in various species [44, 75]. Other indexes of robustness that do not take into account an overall effect in 8 

the population do exist, and it would be interesting to examine their utility in cases such as NIS [43]. 9 

Our study shows that using a robustness index is promising in GWA studies on disease susceptibility 10 

induced by perturbations of the environment. However, the results of the CL26 experiment calls for 11 

caution. Contrary to the global and unidirectional effects on yield of the abiotic stresses mentioned 12 

above, the addition of nitrogen does not always trigger population-wide changes in susceptibility across 13 

a panel of genotypes. Instead, genotypes can vary in both the magnitude and direction of changes in 14 

susceptibility following nitrogen treatment. These multi-directional effects could be due to another key 15 

element that is not present in abiotic stress models, which is the pathogen. It is the host/pathogen 16 

interaction that is impacted by nitrogen fertilization and not only the plant response. Nitrogen 17 

fertilization has an impact on pathogen effector expression [26]. This modification of the virulence of 18 

the pathogen may be isolate-dependent like in other pathosystems [76].  19 

  Understanding the underlying genetic control of NIS is difficult to determine due to a relatively 20 

weak effect of nitrogen (8%) and a relatively rare NIS phenotype in temperate japonica (14%). 21 

Moreover, the heritability of the NISI phenotype was relatively low (0.1). Traits measured under 22 

combined stress often have lower heritability, making QTL identification difficult [41]. Thus an elevated 23 

heritability of robustness is not easy to reach because it may not be related to a specific gene or genes 24 

of large or moderate effect, but instead due to many genes scattered throughout the genome contributing 25 

to a certain level of robustness to a stress [77]. Therefore, there might be other loci with modest effects 26 

on the phenotype not identify in this study. For example, in a robust genotype, the presence of functional 27 

redundancy between different genes could buffer the immune response to changes in the environment 28 

[77]. In that case, the resistance will be conferred by one gene in N0 environment and by the redundant 29 

gene in N1 environment.  30 
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 The NIS phenotype is relatively rare (14%) in our panel. To understand why resistance in 1 

temperate japonica is so frequently robust to nitrogen fertilization, we searched for possible reasons why 2 

the NIS3-3 allele is widespread in the temperate japonica sub-population. The NIS3 locus contains the 3 

RIPER6 gene, with a high-frequency allelic variant conferring cold-resistance in the temperate japonica 4 

population [65]. Among the 3000 genomes available for screening, this allelic variant of RIPER6 was 5 

found in 90% of temperate japonica that had the detrimental NIS3-3 allele (Additional file 16). Thus in 6 

temperate japonica, alleles promoting robustness may be linked with allelic variants of genes conferring 7 

high fitness in a temperate environment [78]. This suggests that robustness of susceptibility to rice blast 8 

may have arisen through a hitchhiking effect from selection for cold hardiness.  9 

 While a lack of study does not yet allow a full understanding of the mechanisms involved in 10 

robustness of resistance in variable environments, several hypotheses can be proposed. A first family of 11 

hypothesis to explain the increase in susceptibility in the presence of nitrogen could be the existence of 12 

biotic stress regulators that may be down-regulated by nitrogen or possibly regulating the cross-talk 13 

between primary metabolism and the defense response. Consistent with the later mechanism, a GWA 14 

study using the fold-change in expression of PLANT DEFENSIN1.2 (PDF1.2) transcripts between 15 

combined and single hormonal treatments identified a locus involved in the cross-talk between biotic 16 

and abiotic stress [40]. Since some alleles of NIS3 confer susceptibility per se, this locus could regulate 17 

blast susceptibility under nitrogen by such a mechanism. Indeed, molecular regulation at the 18 

transcriptional level is not necessarily the sum of the responses of each condition in a combined 19 

environment [79]. If an allele functions to allow the immune response to always exceed a sufficient 20 

threshold despite certain disturbances, this makes the final phenotype robust to those disturbances.  21 
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 A second hypothesis is that NIS may be due to the presence of a regulator of primary metabolism 1 

targeted by M. oryzae to enhance its infection process. NIS2 contains the gene NADH-GOGAT2 2 

encoding a glutamate synthetase, an enzyme active in leaf plastids that converts glutamine  to glutamate 3 

[80]. The reverse reaction is catalyzed by Glutamine Synthetase (GS) allowing the production of 4 

Glutamin from Glutamate and NH4+ [81]. Several observations indicate that the NADH-GOGAT2 5 

enzyme could be a good candidate for NIS2. Indeed, the GS/GOGAT cycle has already been shown to 6 

be a determinant in plant-pathogen interactions, impacting different plant defense strategies [72]. 7 

Moreover we have previously shown that the GS1-2 gene was differentially expressed upon blast 8 

infection under high nitrogen conditions and is involved in NIS [26]. In addition,  the rice NIS1 locus 9 

that confers NIS contains the NADH-GOGAT1 gene [24].  Finally, glutamate has been shown to induce 10 

resistance to M. oryzae after root application in rice [82] and in A. thaliana [83]. All these results suggest 11 

that the Glutamate/Glutamine cycle has a strong impact on the rice-blast pathosystem. The addition of 12 

extra nitrogen the day before inoculation could disrupt this cycle, causing NIS in some genotypes. 13 

Genotypes with the NIS2-1 allele could have different NADH-GOGAT activities and thus be more 14 

sensitive to an input of nitrogen. Consistent with this hypothesis, the rice Kasalath genotype (from which 15 

NIS1 susceptible allele was isolated)  is known to be more susceptible to rice blast in the N1 condition 16 

and to display less NADH-GOGAT protein than Nipponbare, a genotype where nitrogen is known to 17 

have less of an impact on resistance [84]. 18 

 19 

Conclusion 20 

The rice blast/japonica temperate rice pathosystem is partially impacted by NIS. We have adapted an 21 

index traditionally used for the study of abiotic stress to the study of NIS. This NIS index was used in a 22 

GWA study, in parallel with traditional methods using susceptibility phenotypes. Three new QTL were 23 

identified with different effects. First, the R allele of RRobN1 locus provided resistance that was robust 24 

to the different nitrogen fertilization regimes, and should be selected in breeding programs. Second, the 25 

NIS2-1 allele enhanced NIS, an effect potentially arising from the actions of a NADH_GOGAT2 gene, 26 

and should be avoided in breeding programs. Third the NIS3 locus, which was detected using the NIS 27 

index, confers susceptibility per se and enhances susceptibility under high nitrogen. The detrimental 28 

NIS3-3 haplotype has possibly increased in frequency by genetic hitchhiking with an otherwise 29 

favorable allele for cold resistance, resulting in a reduced plasticity of susceptibility to nitrogen in the 30 

temperate japonica.31 
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Additional files  

All additional files are available on following link: https://www.researchsquare.com/article/rs-35252/v2  

Additional file 1: List of varieties phenotyped with CD203 strains and used for GWAS 

Additional file 2: List of varieties phenotyped with CL26 strains 

Additional file 3: List of varieties used as validation set 

Varieties have been selected for their k-group classification of 19 SNPs selected to characterize the NIS3 QTL. 

Additional file 4: Disease severity after inoculation with CL26 strain depending on Nitrogen conditions. 

Each point corresponds to the Lsmean of number of rice blast lesion for one genotype. In white, N0 corresponds to the low 

nitrogen condition, in grey N1 corresponds to the high nitrogen condition. Red diamonds corresponds to Lsmean for each 

treatment. The strains used for inoculation is CL26. 

Additional file 5: Analysis of Variance table of Nitrogen and Genotype effect on the number of lesion of rice blast by cm² 

of leaves.  

ANOVA calculated from linear model. Significance level at 0.05 

Additional file 6: Descriptive Statistic of Rice blast susceptibility by level of Nitrogen and NISI on the number of lesion of 

rice blast by cm² of leaves.  

Additional file 7: Distribution of Nitrogen Induced Susceptibility Index. 

50% of panel has a NIS Index between -2 and 2. 

Additional file 8: Significant SNPs detected in each GWAS 

A SNP is considerate as significant when -log(P) ≥ 5 

Additional file 9: QTLs detected from GWAS of Blast Susceptibility with nitrogen interaction 

Each QTL is given with the traits that led to its identification, the number of significant (-log(P) ≥ 5) and sub-significant (4 

≤-log(P) < 5) SNPs contained, the maximum LOD score of the pics associated, and the number of genes present in the 

region.  

Additional file 10: RRobN and NIS2 effect on Number of lesions of CL26 strains infection 

Each point corresponds to the number of rice blast lesion on one leaf. N0 corresponds to the low nitrogen condition, and 

N1 is the high nitrogen condition. Red Diamond correspond to the LSmean of each allele of each QTL. Groups from a 

pairwise comparison with an independent Tukey adjustment for each QTL based on a model with Trials and genotype as 

covariates. The strains used is CL26. 

Additional file 11: Genes list present in RRobN QTL  

https://www.researchsquare.com/article/rs-35252/v2
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Gene functions from FunRiceGenes database. Thirteen unidentified genes, five retrotransposon genes, and two transposons 

have been omitted of this list 

Additional file 12: Genes list present in NIS2 QTL  

Genes function was annotated from FunRiceGenes data base and Orygenes database. Nineteen unidentified genes, three 

retrotransposon genes, and three transposons have been omitted from this list 

Additional file 13: 2 major haplotypes for NIS3 present in the sample susceptible to CD203 determinate by k-group 

calculation with rice 3000 genomes database references 

Additional file 14: Adjusted NIS Index by NIS3 allele with CL26 M.o strains infection. 

Each point correspond to the adjusted NIS index of one repetition of one genotype calculated as  : 

1 − 𝐿𝑆𝑚𝑒𝑎𝑛𝑁1
𝐿𝑆𝑚𝑒𝑎𝑛𝑁0ൗ  

P-values are from a wilcoxon test  

Additional file 15: Genes list present in NIS3 QTL with  

Gene function from FunRiceGenes data base and Orygenes database. The fifth column correspond to the gene differentially 

expressed in Huang et al 2017. Nineteen unidentified genes, three retrotransposon genes, and three transposons have been 

omitted from this list. 
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Partie 4  : Mise en relation de la NIS avec l’état 

physiologique en lien avec le métabolisme 

azoté 

 

 Dans la Partie 1 nous avons mis en évidence une relation potentielle entre la NIS (mesurée en 

laboratoire) et l’efficacité de prélèvement post floral ainsi que l’efficacité de remobilisation (mesurées 

au champ). Ces résultats préliminaires, combinés à ceux de la diversité d’utilisation de l’azote décrite 

dans la Partie 2 amènent à la proposition suivante : les variétés étudiées ont des profils d’utilisation de 

l’azote diversifiés et cela semble, en partie, correspondre à leur phénotype NIS. Ainsi il serait possible 

de mettre en relation les composantes de la NUE, un caractère global qui résulte de nombreux processus 

mis en place tout au long du cycle, avec la NIS, un trait ponctuel qui est mesuré dans nos expériences à 

quatre semaines de croissance. Or il a déjà été montré que dès le stade tallage, des gènes clefs pour la 

remobilisation ou la NUE pouvaient être différentiellement exprimés (Liang et al. 2014; Wada et al. 

2015). Ces éléments nous amènent à faire l’hypothèse suivante : des cultivars avec des profils 

d’utilisation de l’azote contrastés pourraient réagir différemment au stimulus de l’ajout ponctuel de 

fertilisation au stade tallage, aboutissant à un phénotype NIS variable. Des variétés ayant une tendance 

à un fort prélèvement post floral et moins efficientes en remobilisation mettraient en place un processus 

particulier (mesurable par des analyses biochimiques et d’expression de gènes) en réponse à l’ajout 

d’azote au stade jeune qui pourrait déclencher la NIS.  

 Compte-tenu des résultats de biochimie de (Huang et al. 2017), de génétique de (Ballini et al. 

2013) et du GWAS de la Partie 3, approfondir l’étude des effets de la fertilisation sur le métabolisme 

primaire (acides aminés et sucres) de la plante et les gènes associés serait un des moyens de tester cette 

hypothèse. Toutefois ces résultats ont été obtenus d’après les observations faites pour la seule feuille 

malade. Or l’ajout de l’azote induit une réaction systémique de la plante entière. En effet la concentration 

de certains acides aminés et/ou sucres est souvent liée à des phénomènes de remobilisation ou de 

transfert direct depuis les racines et varient selon l’âge de la feuille (Yoneyama et al. 2016). Il est donc 

nécessaire d’observer l’effet d’une telle fertilisation dans différents étages foliaires. C’est pourquoi en 

2019 l’évaluation de la NIS et les analyses biochimiques et d’expression de gènes ont été faites sur trois 

rangs de feuilles, à l’image de l’étude de (Zhiyong Zhang et al. 2017).  
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 L’objectif est d’évaluer si les compositions en sucres et acides aminés et l’expression de gènes 

de chaque feuille varient entre feuilles et d’un cultivar à l’autre, et comment ces profils évoluent avec 

l’ajout de fertilisation. Ces mesures de métabolites et leurs variations nous ont permis d’estimer l’état 

physiologique et les flux d’une feuille à l’autre. L'attendu est l’observation de profils différents en 

fonction des composantes de la NUE des variétés retenues. Cet état physiologique serait alors mis en 

parallèle des profils d’utilisation de l’azote et des phénotypes NIS. 

 Ainsi cette Partie est consacrée aux expériences de phytopathologie, aux analyses d’expression 

de gènes et aux dosages de métabolites réalisées en parallèle, ceci dans les mêmes conditions 

expérimentales et les mêmes génotypes que l’expérience décrite dans le Chapitre III de la Partie 2. 

L’objectif est de décrire les variations d’expression et de concentration dans chaque feuille en réponse 

à la fertilisation pour les confronter à la sensibilité induite par cette même fertilisation. La démarche se 

décompose en trois points: l’évaluation de la NIS, l’analyse d’expression de certains gènes de défense 

ou liés au métabolisme azoté sur deux années (2018 et 2019), et l’état physiologique global estimé par 

l’analyse de l’ensemble des données biochimiques acquises en 2019 sur un sous-panel de quatre variétés. 



Partie 4   Matériel et Méthodes 

181 

Matériel et Méthodes  

Mise en place des essais  

 Les expériences effectuées ont été effectuées dans le dispositif serre mis en place en 2018 et 

2019. Ainsi la localisation, la liste des génotypes, le protocole de semis, le réglage des conditions 

climatiques et l’irrigation ont été strictement les mêmes que ceux décrits page 123. Pour simplifier le 

discours nous définissons le lot de plantes inoculées comme l’expérience PATHO, et le lot de plantes 

dont les feuilles ont été analysées pour l’expression de gènes et en biochimie comme l’expérience 

METABO.  

 En 2018 le lot PATHO comprenait deux lots de plantes, un lot dont l’inoculation s’est faite à 

tallage et l’autre à floraison. Le cas des plantes inoculées à floraison a été traité page 69. Pour le lot 

inoculé à tallage, deux plantes ont été cultivées par pot, en suivant le protocole décrit page 69. Chaque 

génotype était répété 12 fois, avec 6 pots traités avec le traitement N et 6 avec le traitement N+1 (voir 

plus bas). Le lot de plantes METABO a été mis en place exactement de la même façon. Les deux lots 

de plantes ont été installés ensemble de manière randomisée.  

 En 2019 le lot PATHO comprenait 8 répétitions (4 en N et 4 en N+1) tandis que le lot METABO 

comprenait 12 répétitions (6 pour N et 6 pour N+1). Pour cet essai les lots METABO et PATHO ont été 

placés et randomisés indépendamment. 

L’étude de 2018 ne portant que sur la dernière feuille ligulée, les résultats de la combinaison des deux 

années ne porteront que sur le rang de feuille en commun. 

Fertilisation différentielle  

 Une fertilisation différentielle a été faite sur l’ensemble des deux lots de plantes le matin, après 

quatre semaines de croissance. Deux solutions fertilisantes ont été appliquées avec 200 ml apportés par 

pot : le traitement N avec la solution 0N et le traitement N+1 avec la solution N2 (composition en 

Annexe 7). Afin de favoriser l’absorption de cet apport, aucune irrigation n’a été effectuée la veille. Par 

la suite nous qualifierons le jour de fertilisation comme le T0.  
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Figure 53 : Dispositif expérimental 
Les deux lots de plantes (PATHO et METABO) ont été cultivés dans les mêmes conditions, en serre en 2019, pendant quatre 
semaines avant d’être traités différentiellement avec ou sans azote (N+1 et N) à T0. Les plantes PATHO ont été inoculées 
24h après (T1) par une suspension de spores de M. oryzae, et les feuilles F1, F2 et F3 des plantes METABO ont été prélevées 
pour analyse. La feuille F4 n’a pas été prélevée car trop jeune. Après sept jours (T8) les feuilles F2, F3 et F4 ont été 
récoltées pour en mesurer la sensibilité. Les symptômes ne sont pas mesurés sur la feuille F1 car trop âgée. 
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Les solutions N et N+1 sont fabriquées en laboratoire suivant le protocole en Annexe 8. Les deux 

solutions partagent la même composition en potassium, phosphore et micro- nutriments et ne diffèrent 

que pour leur composition en azote. Ainsi la solution N ne comprend aucun élément azoté, tandis que la 

solution N+1 contient 80mg/L d’amono-nitrate. Au final la modalité N comprend des plantes cultivées 

avec 1,7 g d’azote (3,5 g engrais retard pour 1 l de terreau), dont on estime la diffusion journalière 

d’azote à 14 mg ; la modalité N+1 correspond à des plantes cultivées dans les mêmes conditions que N 

mais avec un ajout de 16 mg supplémentaire via l’apport d’une solution fertilisante. 

Protocole d’évaluation de la NIS 

 La souche de M. oryzae utilisée pour les inoculations des lots PATHO était la souche française 

FR94. Cette souche a été préalablement cultivée sur milieu de culture composé de 2% farines de riz, 2% 

agar, et 0,2% levures. Au bout d’une dizaine de jours les spores ont été récoltées et mises en suspension 

dans une solution de conservation (savoir-faire secret INRAE-Cirad) pour ensuite être conservées à -

80°C. Le jour de l’inoculation les spores stockées ont été remises en suspension dans une solution de 

gélatine à 0,1% à une concentration de 50 000 spores.l-1 via un comptage sur cellule de Malassez.  

 L’inoculation des plantes PATHO a eu lieu le lendemain du traitement azoté (T1). Les plantes 

ont été transférées de la serre à la chambre d’inoculation le matin pour être inoculées l’après-midi. 

L’inoculation s’est faite par l’aspersion de 50 ml de suspension de spores sur neuf pots en 2018. En 

2019 pour optimiser l’inoculation de chaque feuille, les aspersions ont été faites avec 10 ml de 

suspension, pot par pot, en prenant garde d’asperger chaque feuille. Une fois les plantes inoculées, ces 

dernières sont placées 12 h dans une chambre obscure à 100 % humidité, et ensuite mises en phytotron 

jusqu’à l’analyse des symptômes.  

 Une fois les symptômes apparus (T8), les feuilles infestées sont scannées avec une résolution 

de 600dpi. En 2018 seule la dernière feuille complètement formée a été scannée (F4), tandis qu’en 2019 

les trois dernières feuilles complètement développées de chaque plante ont été scannées (F4 ;F3,F2). La 

F1 était trop âgée pour que sa sensibilité soir correctement phénotypée (Figure 53). Les scans obtenus 

ont été analysés par le logiciel développé par le laboratoire, LeafTool 

(https://rdrr.io/github/sravel/LeAFtool/f/README.md). Ce logiciel fournit un nombre de lésions 

détectées rapporté à la surface de chaque feuille scannée. La valeur NIS à proprement parler est définie 

comme l’augmentation de sensibilité en condition N+1 rapporté à la condition N tel que :  

𝑁𝐼𝑆 =
𝑁𝑏.𝑙é𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠𝑁+1−𝑁𝑏.𝑙é𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠𝑁

𝑁𝑏.𝑙é𝑠𝑖𝑜𝑛𝑠𝑁
  



Partie 4   Matériel et Méthodes 

184 

   

Tableau 13 : Liste des molécules 
recherchées et détectées par l'analyse 
HPLC métabolomique . 
  

Molécules aminés 
détectées  

Molécules non 
détectées 

 

Alpha-Alanine Beta-Alanine  

Ammonium Cystine  

Arginine Histidine  

Asparagine Hydroxyproline  

Aspartate Tryptophane  

GABA Raffinose  
Glutamate  Arabinose  
Glutamine  Cellobiose  
Glycine  Dulcitol  
Isoleucine  Fumarate  
Leucine  Galactinol  
Lysine  Galactose  
Methionine  Gentiobiose  
Methylcysteine  Glycolate  
Ornithine  Glyoxylate  
Phenylalanine  Maltose  
Proline  Mannose  
Serine  Melezitose  
Threonine  Melibiose  
Tyrosine  Raffinose  
Citrate  Sorbitol  
Fructose  Tréhalose  
Glucose  Xylitol  
Glycérate  Xylose.  
Malate   
Mannitol   
Myo-Inositol   
Quinate   
Saccharose   
Succinate   

Tableau 14 : Liste des gènes dont 
l’expression est mesurée par analyse RT-

qPCR 
L’expression de ces gènes a été déterminée par RT-qPCR par 
comparaison avec l’expression du gène constitutif de l’actine. 
L’identifiant des gènes dans la variété de référence Nipponbare est 
précisé sous « Gene code ». 
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Prélèvement des échantillons pour le lot METABO 

 Pour chaque modalité génotype/azote nous avions à notre disposition douze plantes réparties 

deux par deux dans six pots. Un réplica biologique a représenté le prélèvement de trois feuilles de même 

rang issues de trois plantes différentes dans des pots différents. Ainsi pour une modalité azote/génotype, 

quatre réplicas biologiques ont été effectués; seule la partie médiane des feuilles a été prélevée. Une fois 

prélevé, le pool de trois feuilles a été débité en petits morceaux et réparti dans deux tubes, le premier 

destiné à l’extraction d’ARN et le second à l’extraction des métabolites. Les tubes ont été placés 

immédiatement dans l’azote liquide après chaque prélèvement. En 2018 seule la dernière feuille ligulée 

a été prélevée (F3). En 2019 les deux étages foliaires précédents ont également été prélevés (F2 et F1). 

A ce moment du prélèvement la F4 n’était pas complètement formée et n’a donc pas été prélevée (Figure 

53).  

Analyse des échantillons 

 Les mesures métabolomiques ont été effectuées sur un jeu restreint de génotypes. La 

composition de ce panel a été faite par rapport aux premiers résultats obtenus en NIS (2 NIS : et 2 non 

NIS) et au contraste de leur utilisation de l’azote (Discussion Générale Chapitre 2 page 143): 

 Cigalon: NIS (Nitrogen Induced Susceptibility), qui a un profil très post floral avec peu de 

capacités à remobiliser  

 Gines: NIS, qui prélève en post floral mais remobilise davantage que Cigalon  

 Brio: non NIS, qui est intermédiaire mais prélève globalement moins que les autres avec un bon 

taux de remobilisation 

 Paco: NIR (Nitrogen Indusced Resistance), qui ne fait que très peu de prélèvement post floral 

et est presque exclusivement remobilisatrice. 

 Les échantillons destinés à l’analyse biochimique ont été lyophilisés. Par la suite, ces 

échantillons ont été broyés par un broyeur à billes de 5 mm de diamètre, sur six cycles de 60 s à 1300 

mouvements par minute. Enfin les échantillons broyés ont été pesés pour obtenir 10 mg. Les échantillons 

ont ensuite été envoyés au Plateau de Profilage Métabolique et Métabolomique de l’INRAE de Rennes 

qui a assuré le dosage par HPLC des principaux acides aminés et sucres. La liste des métabolites mesurés 

est présentée dans le Tableau 13.  

 Les échantillons destinés à l’analyse d’expression ont été broyés à froid, puis les ARN ont été 

extraits pour ensuite être reverse-transcrits en ADNc selon le protocole en Annexe 8. L’expression des 

gènes listés dans le Tableau 14. Les neuf premiers gènes du Tableau 14 sont des gènes liés au 

métabolisme azoté, les deux dernier (PBZ1 et POX223) sont des gènes de défenses connus. 
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Analyses des données obtenues  

 Cas de la NIS 
La NIS a été évaluée de deux manières : la première avec l’ensemble des données 2018/2019 obtenues 

pour la dernière feuille ligulée, la deuxième avec uniquement les données de 2019 mais en tenant compte 

du rang de la feuille. Ainsi deux modèles linéaires ont été utilisés :  

(1) 𝑌𝑛 = 𝜇 + 𝛾𝑘 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗+(𝛼𝛽)𝑖𝑗+𝜀𝑛 

(2) 𝑌𝑛 = 𝜇 + 𝑙𝑘 + 𝛼𝑖 + 𝛽𝑗+(𝛼𝑙)𝑖𝑘 + (𝛽𝑙)𝑗𝑘+(𝛼𝛽)𝑖𝑗 + (𝛼𝛽𝑙)𝑖𝑗𝑘+𝜀𝑛 

Avec 𝑌𝑛 le nombre de lésions observées  par unité de surface; 𝜇 la moyenne théorique, 𝛾𝑘 l’effet 

Année ; 𝛼𝑖 l’effet génotype ; 𝛽𝑗 l’effet du traitement azote ; (𝛼𝛽)𝑖𝑗l’interaction génotype:azote ; 𝑙𝑘 

l’effet rang de la feuille ; (𝛼𝑙)𝑖𝑘 l’effet de l’interaction génotype:feuille ; (𝛽𝑙)𝑗𝑘 l’interaction 

azote:feuille ; (𝛼𝛽𝑙)𝑖𝑗𝑘 l’interaction génotype:azote:feuille ; et enfin 𝜀𝑛 l’effet résiduel. Dans ces 

modèles l’individu statistique correspond à une feuille scannée. 

 Cas des analyses d’expression et biochimiques. 
 Nous avons dans un premier temps rassemblé les données d’expression communes à 2018 et 

2019. Ce jeu de données a été analysé de sorte à vérifier l’effet de l’azote sur l’expression de nos gènes 

d’intérêt ainsi que sur le différentiel d’expression d’un génotype à l’autre. Cette analyse s’est faite 

suivant le modèle (1) présenté précédemment avec Yn prenant la valeur d’expression du gène étudié. 

Afin de réduire le bruit dû à l’année de mesure, les données ont été centrées réduites par bloc 

expérimental pour chaque année. 

 Dans un second temps nous avons mis en commun les données d’expression et de biochimie de 

2019. La première étape fut de retirer les variables mesurées avec des valeurs nulles. Ensuite nous avons 

effectué une analyse clairsemée discriminante par moindres carrés partiels (sparse Partial Least Squares 

-Discriminant Analysis, ou sPLS-DA). Il s’agit d’une classification linéaire qui permet une 

discrimination dirigée selon les groupes pré-établis dans lesquels on déclare chaque individu. Ce type 

d’analyse permet un meilleur discernement des groupes déclarés qu’une ACP : les projections des 

variables par ce type d’analyse permettent d’identifier les variables discriminant les groupes. L’analyse 

clairsemée permet de sélectionner les variables les plus prédictives ou discriminantes dans les données 

qui aident à classer les échantillons (Lê Cao et al. 2011). Les variables les plus pertinentes ont ensuite 

été analysées statistiquement via un modèle linéaire similaire au modèle (2) où Yn prend la valeur de la 

variable étudiée (expression de gène ou concentration d’un métabolite). 

 Les analyses ont été conduites sous le logiciel R. Les modèles linéaires et les moyennes ajustées 

issues de ces modèles ont été compilées via les package lme4 et emmeans. Les sPLS-DA ont été 

calculées via le package mixomics.
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Résultats  

Le niveau de NIS varie au sein du panel, et est lié à la diversité des efficiences de prélèvement 

post-floral. 

 Le cumul des résultats des expérimentations NIS des deux années n’a pas montré d’effet global 

du traitement avec une moyenne de 1,28 lésions par cm² en N et 1,35 en N+1. Cependant une interaction 

génotype:traitement (0,00168 **) est constatée.a été constaté. Ainsi parmi les dix génotypes évalués, 

seuls Cigalon et Gines étaient significativement plus sensibles dans la condition N+1 (phénotype NIS) 

avec des augmentations de 77% et 54% du nombre de lésions par surface. A l’opposé deux autres 

génotypes, Paty et Paco, ont montré une résistance accrue en condition N+1 avec en moyenne 40% de 

lésions en moins dans la condition azotée (phénotype NIR: Nitrogen-Induced Resistance; (Figure 54) 

). Les 6 autres génotypes ont été déclarés “no NIS”. Il est intéressant de constater que l’augmentation 

de sensibilité induite par l’azote n’était pas liée au niveau de sensibilité de base. De même, on constate 

que l’azote n’a pas eu d’effet sur l’expression des gènes de défense testés et que les variétés NIS avaient 

des niveaux d’expression significativement plus forts que les variétés no NIS ou NIR, confirmant 

l’hypothèse que la NIS n’est pas causée par une réduction des défenses comme précédemment démontré 

par Huang et al (2017) (Figure 54) 

. 

 Quand on met en lien ces résultats avec ceux obtenus dans les mêmes conditions décrites dans 

le Matériel et Méthodes du chapitre III de la  Partie 2, on constate que la valeur NIS (le rapport entre 

la sensibilité en N+1 et N) est significativement corrélée avec l’efficacité de prélèvement post-florale 

(Figure 56). Ainsi il semblerait que les variétés qui ont montré une capacité à prélever l’azote en fin de 

cycle ont également montré une augmentation plus importante de sensibilité à la pyriculariose après un 

ajout ponctuel d’azote à un stade jeune. Ce résultat laisse supposer que l’ajout d’azote précoce sur une 

plante à forte efficacité post-florale aurait des conséquences sur la NIS différentes de celles sur une 

plante à forte efficacité pré-florale et remobilisatrice. Ces observations laissent penser que la capacité 

de prélèvement après floraison implique un fonctionnement particulier avant floraison qui impacterait 

la mise en place de la NIS lors d’un apport ponctuel d’azote. Pour vérifier cela, quatre génotypes (en 

vert sur la (Figure 56).   
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Figure 54 : Variation de sensibilité à la pyriculariose selon le niveau d'azote 
apporté 
Les valeurs illustrées correspondent aux moyennes ajustées et aux erreurs standards du nombre de lésions par cm² de la 
dernière feuille ligulée de 2018 et 2019 calculées à partir du modèle (1) décrit dans le matériel et méthodes. Chaque 
contraste a été calculé par t-test appareillé par génotypes et corrigé par un ajustement de Tukey. N : pas de shoot d’azote, 
N+1 : shoot d’azote 

Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 
0.001*** 

 

  

Figure 55: Niveau d'expression des gènes POX223 et PBZ1 
Les valeurs illustrées correspondent aux moyennes ajustées et aux erreurs standards de l’expression relative des gènes POX223 
et PBZ1 de la dernière feuille ligulée de 2018 et 2019 calculées à partir du modèle (1) modifié. L’effet génotype a été remplacé 
par le phénotype NIS. Aucun effet interaction NIS*Azote n’a été détecté mais les p-values significatives entre les NIS et les no 
NIS/NIR ont été annotées. N : pas de shoot d’azote, N+1 : shoot d’azote 

Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 * ; p-value <0.01 ** ; p-value < 0.001*** 
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En condition N+1, des gènes clefs du métabolisme azoté sont différentiellement exprimés chez 

les variétés NIS  

Un des onze gènes testés a montré un impact significatif de l’apport d’azote selon le génotype 

(p-value= 0,05) : OsGS1;3, Os03g50490. Lorsqu’on rassemble les données obtenues à partir des 

cultivars classés comme NIS face au cultivars classés comme non NIS et NIR, on observe que l’ajout 

d’azote chez les variétés NIS a provoqué une diminution significative de l’expression de ce gène (Figure 

57). Ainsi Cigalon et Gines, les deux cultivars NIS, sont caractérisées par une expression de OSGS1;3 

réduite de 93%  

De plus, quand on met en relation la NIS et le ratio d’expression du gène OsAlaAt ( (Expression 

en N+1 - Expression en N)/Expression en N ) dans les feuilles F2 et F3 de Cigalon, Gines, Paco et Brio, 

on constate que ce ratio d’expression a augmenté dans les feuilles dont la sensibilité a diminué (Figure 

58 A.) Ainsi seules les plantes ne faisant pas de NIS ont montré une augmentation significative de 

l’expression d’OsAlaAT après l’ajout d’azote (Figure 58 B), autrement dit une expression forte d’un 

gène d’AlaAT pourrait réduire le phénotype NIS. 

Afin de tester cette hypothèse, une expérimentation d’évaluation de NIS a été mise en place sur 

une lignée de riz transformée par le gène HvAlaAT dérivé de l’orge et exprimé de façon constitutive 

(Good et Beatty 2011; Beatty et al. 2013). Ainsi nous avons pu observer une induction de sensibilité 

chez les plantes sauvages suite à l’apport d’azote, tandis que la sensibilité des lignées transformées avec 

HvAlaAT est restée (Figure 58 C). Cette expérience nous indique que la surexpression de l’AlaAT 

supprimerait l’induction de sensibilité en condition N+1 (Figure 59).  

L’ajout d’azote induit des variations de concentration de métabolites corrélées à une 

modification de sensibilité  

 Dans un premier temps nous avons calculé les corrélations d’une sélection de variables entre 

elles (Figure 60). On constate que plus les feuilles avaient des taux de glucose, de fructose et 

d’asparagine élevés et moins elles étaient sensibles. On constate aussi des corrélations inverses entre 

l’expression de PBZ1 et les taux de quinate, glycerate et myo.inositol.  

 Toutefois ces corrélations ne nous informent pas de l’impact du traitement azoté sur ces 

variables. De fait la NIS a été mis en relation avec les inductions dues à l’azote des 26 variables retenues 

dans les feuilles F2 et F3 avec la NIS de ces mêmes feuilles. On constate alors que la NIS était 

significativement associée à la diminution des ratios de quatre métabolites : l’aspartate, le glucose, le 

quinate, et la thréonine. Autrement dit, une plante ayant un phénotype NIS avait tendance à avoir une 

chute de concentrations pour ces métabolites (Figure 61) 

.  
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Figure 56 : Relation entre la NIS et la quantité d'azote prélevée après 
floraison 
Chaque point représente la valeur NIS estimée à partir des données de sensibilité ainsi que la quantité d’azote prélevée après 
floraison. Les points cerclés de bleu correspondent aux estimations de 2018, et ceux cerclés de rouge correspondent aux 
estimations de 2019. La valeur de corrélation a été établie selon la méthode de Pearson. Les génotypes retenus pour les 
analyses de métabolomiques sont indiqués par un fond vert. 

 

 

 

  

Figure 57 : Niveau d'expression de OsGS1;3 selon le phénotype NIS et la 
quantité d'azote apportée 
Les valeurs illustrées correspondent aux moyennes ajustées et aux erreurs standards de l’expression relative du gène GS1;3 
de la dernière feuille ligulée (données de 2018 et 2019) calculées à partir du modèle (1) modifié décrit dans le matériel et 
méthode. Il s’agit d’un niveau d’expression relatif par rapport au niveau d’expression de l’Actine pris comme gène de 
référence. L’effet génotype a été remplacé par le type NIS. Chaque contraste a été calculé par t-test appareillés par 
phénotype et corrigé par un ajustement de Tukey. N : pas de shoot d’azote, N+1 : shoot d’azote 

Significativité établie tel que : p-value < 0.05 * 
N : pas de shoot d’azote, N+1 : shoot d’azote 
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Il semble exister un « profil » métabolique associable à la NIS opposant le taux de myo-inositol 

et la glutamine. 

 Deux premières PLSDA ont été effectuées avec l’ensemble des données d’expression et de 

mesures de métabolites. La première a été construite avec l’association génotype/traitement comme 

groupe discriminant, la deuxième avec le rang de feuille. Les projections respectives de ces analyses 

(Annexe 9) nous indiquent qu’avec l’ensemble des données, la meilleure discrimination entre individus 

se fait par le rang de feuille, là où les groupes génotypes/traitements sont peu différenciés. Ainsi dans le 

but de différencier nos groupes génotypes/traitements, trois PLSDA ont été effectuées, chacune calculée 

à partir des données acquises sur un niveau de feuille. Les PLSDA par rang de feuille (Figure 62) 

montrent des contrastes entre génotypes mais les groupe du traitement N+1 ne semblent pas montrer de 

séparation nette avec les groupes du traitement N. Le contraste semble également s’atténuer avec l’âge 

de la feuille. Toutefois pour chaque rang de feuille on constate que Cigalon et Gines sont regroupés d’un 

côté de la projection à l’opposé de Brio et Paco. Il est intéressant de noter que cette séparation 

correspond aux tendances NIS (Figure 62). Cette séparation des individus NIS et No NIS/NIR semble 

ainsi se faire selon les taux de myo-inositol, plus élevé chez Cigalon et Gines, pour les trois rangs de 

feuilles. D’autres variables permettent de décrire cette séparation selon le rang de feuille. Pour la feuille 

la plus jeune (F3) les taux de myo-inositol sont opposés aux taux de glutamine, d’alpha alanine, 

d’aspartate et de tyrosine selon la première dimension (axe horizontal). La deuxième dimension (axe 

vertical) de cette projection est décrite par l’arginine et la glycine qui s’opposent à la méthionine et 

l’isoleucine (Figure 62). On peut distinguer que les groupes N sont légèrement séparés des autres par 

rapport à ces variables, laissant entendre que les individus N+1 ont un taux d’arginine et de glycine qui 

a diminué légèrement. Des tendances similaires mais moins marquées sont observées pour les deux 

autres rangs de feuille. L’apport de la fertilisation modifie différemment les concentrations de 

métabolites d’une feuille à l’autre entre Cigalon et Paco et semble indiquer un phénomène de 

remobilisation sachant la tendance à la baisse de nombreux éléments dans la F1. 

 Si les profils décrits ci-dessus semblent correspondre au phénotype NIS et décrire la diversité 

pour chaque feuille, ils ne nous permettent pas de conclure sur les modifications que le “shoot” d’azote 

entraîne à l’échelle de la plante. De nouvelles PLSDA ont été alors effectuées sur les données filtrées 

pas génotypes, en utilisant comme groupe discriminant les rangs de feuilles + le traitement. Ces analyses 

(Annexe 10) associées aux observations des paragraphes précédents nous ont permis de sélectionner 16 

métabolites pertinents dans l’illustration de l’état physiologique de chaque génotype. Quand on compare 

Cigalon (NIS) et Paco (NIR) qui sont les génotypes les plus contrastés en NIS et dans leur utilisation 

de l’azote, on constate des profils de concentration de métabolites différents (Figure 63) 
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Figure 58 : Implication de l'alanine dans la NIS 
A. Relation entre l’induction d’expression du gène codant pour l’Alanine aminotransférase (OsAlaAT), en réponse à l’ajout d’azote, et la 
NIS. Un rapport d’expression entre la condition 1N et 0N est mis en regard du rapport de sensibilité entre 1N et 0N. Les points rouges sont 
issus des mesures des feuilles F2 et les points bleus des feuilles F3. Les corrélations ont été calculées selon la méthode de Pearson. 
B. Niveaux d’expression d’OsALaAT par rapport à l’expression du gène de référence, chez les quatre cultivars retenus. Les points rouges 
correspondent au moyennes ajustées issues du modèle (2) du matériel et méthode. Chaque contraste a été calculé par t-test appareillé par 
génotypes et corrigé par un ajustement de Tukey. 
C. Evaluation de la sensibilité à la souche FR94 chez des plantes Nipponbare sauvages et transformées. Les croix correspondent aux 
moyennes de sensibilité. Chaque contraste a été calculé par t-test par génotype. La lignée « Nipp+HvAlaAT » a été transformée avec le gène 
de l’orge HvalaAT. La lignée « WT » a été transformée par un vecteur vide. 
N : pas de shoot d’azote, N+1 : shoot d’azote 
Significativité établie tel que : p-value>0.1 NS ; p-value <0.1 Sub.S ; p-value < 0.05 *  

Figure 59 : Evolution du niveau d'expression de OsAlaAT et de HvAlaAT  
Niveau d’expression du gène endogène de riz OsAlaAT et du gène transformé HvAlaAT. La lignée « HvAlaAT » a été 
transformée avec le gène de l’orge HvalaAT. La lignée « WT » a été transformée par un vecteur vide. La lignée Nipponbare 
est une lignée non transformée. A gauche l’expression du gène HvAlaAT n’est détecté que dans les lignées transformées. A 
droite, l’insertion n’a pas d’impact significatif sur l’expression de OsAlaAT endogène. 
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 Ainsi on remarque que pour toutes les conditions et feuilles, Paco a des feuilles globalement 

plus riches que Cigalon pour la plupart des éléments (Figure 63). Etage foliaire par étage foliaire, 

plusieurs éléments ressortent. 

Au niveau de la feuille la plus âgée (F1), le “shoot” d’azote a globalement provoqué une baisse 

de concentration pour la plupart des éléments de cette feuille, et plus particulièrement chez Paco. En 

effet la baisse des taux de glutamate, d’alanine, de glucose, de citrate, de quinate, de threonine et de 

leucine s’est retrouvée chez les deux cultivars mais était nettement plus prononcée chez Paco. De plus 

ce cultivar était caractérisé par la chute de ses taux de myo-inositol, glutamine, serine, isoleucine, 

tyrosine, glycerate et arginine. A l’inverse les taux de myo-inositol de Cigalon sont restés stables d’un 

traitement à l’autre. Un seul élément, la glycine, a montré une augmentation de concentration après un 

shoot d’azote et uniquement chez Paco (Figure 63) 

 Le “shoot” d’azote a globalement eu un impact moindre sur l’étage foliaire supérieur (F2). Le 

contraste le plus fort était l’augmentation du taux de glucose dans cette feuille chez Paco, à l’inverse de 

la feuille précédente. On retrouve également chez Paco une plus légère augmentation d’alanine, de 

thréonine, d’aspartate, de citrate, de tyrosine, de leucine et d’isoleucine après le shoot. Il est intéressant 

de noter que la plupart des éléments (alanine, thréonine, isoleucine, citrate, leucine, tyrosine et glucose) 

dont la concentration a diminué chez Paco après le “shoot” dans la feuille F1, sont ceux dont la 

concentration a augmenté dans la feuille F2 (Figure 63) 

 Enfin on constate pour la dernière feuille (F3) que l’effet du “shoot” d’azote a eu un effet global 

similaire entre les deux génotypes. Ainsi cet apport supplémentaire a provoqué la diminution des 

métabolites aux taux initiaux les plus élevés : glutamate, aspartate, glutamine, thréonine, et arginine 

chez les deux cultivars. Les deux génotypes s’opposent par leur taux d’alpha alanine, de citrate et de 

glucose qui ont diminué chez Cigalon et augmenté chez Paco, mais aussi par le quinate qui a diminué 

chez Cigalon mais qui est resté stable pour Paco. Seuls les taux de glycérate et de sérine semblaient 

augmenter avec le traitement d’azote chez Cigalon alors qu‘ils diminuaient chez Paco (Figure 63).   
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Figure 60 : Matrice de corrélation d’un sous-ensemble des variables mesurées 
Les variables représentées ont été sélectionnées selon leur pertinence. Chaque point représente une corrélation notée 
significative au seuil de 99%. L’échelle de couleur décrit la valeur du r² de la corrélation. Chaque valeur a été calculée à partir 
des 2 niveaux de feuilles des 4 génotypes, ceci pour chaque modalité de traitement. Les variables ont été classées selon leurs 
proximités dans une classification hiérarchique 
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 Globalement chez Paco, la concentration de 90% des 16 métabolites mesurés a diminué après 

fertilisation dans la feuille F1. A contrario, la concentration de 30% de ces métabolites a augmenté dans 

les feuilles F2 ou F3. Ce schéma en miroir entre la feuille F1 et les feuilles F2/F3 nous laisserait penser 

que l’ajout d’azote provoque le déplacement des métabolites qui ont diminué, de la feuille la plus jeune 

(F1) vers les feuilles les plus âgées (F2 et F3). Cela s’illustrerait bien avec les taux de glucose, d’alanine, 

de tyrosine et de citrate. Ce comportement pourrait correspondre à la bonne capacité à remobiliser de 

Paco mis en évidence dans la Partie 2. Ces concentrations ont également diminué dans les feuilles F1 

de Cigalon (50% des métabolites mesurés), mais avec très peu d’augmentation dans les feuilles F2/F3 

(seulement 20%); on peut donc se poser la question de la destination de ces métabolites dont les 

concentrations ont chuté en N+1.  
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Figure 61 : Relations entre la modification en concentration des métabolites 
suite à l’apport azoté et la NIS 
Corrélations entre les variations suite à l’apport azoté entre la NIS et le taux d’aspartate (en haut à gauche), de glucose (en haut 
à droite), de quinate (en bas à gauche) ou de threonine (en bas à droite). Les points rouges sont issus des mesures des feuilles F2 
et les points bleus des feuilles F3. Les corrélations ont été calculées selon la méthode de Pearson 
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Discussion  

 Dans cette partie nous avons cherché à mettre en évidence un lien entre la NIS et l’état 

physiologique du riz. Plusieurs résultats prometteurs sont ressortis des différentes expériences décrites 

dans cette partie et les précédentes. Cette discussion a pour objectif de poser les bases d’un raisonnement 

associant la NIS, la NUE et les mécanismes métaboliques et d’amener de nouvelles hypothèses pour 

expliquer les liens observés. L’ensemble du raisonnement est illustré schématiquement sur la Figure 67. 

Un lien confirmé entre NIS et NUE 

 Dans ce chapitre nous avons tenté de mettre en relation des composants du métabolisme et les 

données de sensibilité consécutives à une fertilisation azotée chez le riz. Le premier résultat majeur de 

notre étude est la relation entre l’induction de sensibilité provoquée par un apport d’azote (NIS) sur des 

plants de quatre semaines et la capacité des génotypes à prélever de l’azote après floraison. Cette 

corrélation est inattendue car elle lie un évènement ponctuel qui intervient très tôt dans le cycle à un 

processus global qui est le résultat de la somme de nombreux facteurs. Un de ces facteurs est la quantité 

(et donc la force) de puits mise en place par la plante. En effet nous avons montré dans le chapitre 2 que 

les génotypes qui avaient les capacités de prélèvement post-floral les plus élevées étaient ceux ayant une 

production de talles (puits) le plus élevé. Or nous avons aussi émis l’hypothèse que certains des 

génotypes étudiés étaient capables très tôt d’adapter leur dynamique de tallage en fonction de leur 

environnement, comme cela a été montré chez de nombreuse espèces dans diverses conditions. Ces 

génotypes produiraient davantage d’organes puits tel que les talles “en prévision” des prélèvements de 

fin de cycle, en cohérence avec des travaux précédents (Luquet et al. 2006). Ainsi les deux génotypes 

NIS ont été associés à ce comportement d’adaptation aux conditions favorables : Cigalon et Gines. Ils 

ont été décrits, en serre et au champ, comme des cultivars avec des capacités de production supérieures 

aux autres lorsque l’azote était disponible à la fin du cycle. A l’inverse des cultivars tel que Brio et Paco 

favorisent davantage leur prélèvement pré-floral. Chez ces derniers, nous avons relié ces observations à 

leur faible capacité à prélever de l’azote post-floral, une caractéristique qui favorise alors la 

remobilisation, la sénescence et réduit la production de biomasse (Discussion Générale Partie 2). Ces 

cultivars peu efficients en fin de cycle ne sont globalement pas associés au phénotype NIS, le phénotype 

associé à Paco est même caractérisé par une augmentation de résistance en réponse à l’apport d’azote. 

Enfin les tendances d’utilisation de l’azote des autres génotypes sont plutôt intermédiaires, sans pour 

autant être associées à une NIS significative. 

 .   
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 Paco et Brio ont réagi faiblement au différentiel azoté avec de faibles différences 

morphologiques entre les conditions azotées (tallage identique, peu de talles non-productives etc…, 

Discussion Générale Partie 2); on en a conclu que ces variétés étaient très peu plastiques en réponse 

au changement d’environnement. Toutefois sachant que le volume racinaire se développe au dépend de 

la biomasse aérienne (Vinod et Heuer 2012; S. Ogawa, Valencia, et al. 2014) on pourrait penser que les 

variétés comme Paco et Brio développent préférentiellement leurs racines. De plus lorsqu’on compare 

les données racinaires disponibles (communication Brigitte Courtois, CIRAD) aux données issues de la 

GWAS (Discussion Chapitre 3) on remarque que les haplotypes favorisant la NIS (NIS2-1 et NIS3-1) 

sont également ceux dont les volumes racinaires sont les plus faibles (Figure 64). Un faible niveau de 

développement racinaire (et donc par extension un fort développement aérien) serait un facteur 

favorisant la NIS. Une très forte réactivité en terme du nombre de panicules produites dans la condition 

optimale est associée avec Cigalon et Gines. Ces observations nous amènent à penser que les variétés 

de notre panel adaptent leur stratégie selon les conditions en faisant un compromis entre :  

(i) un pari sur le futur qui implique une production de nouveaux organes puits et donc l’utilisation des 

nutriments prélevés, quitte à perdre une partie de cette biomasse si les conditions se dégradent (Cigalon 

et Gines)  

(ii) la sécurité de l’épargne, c’est-à-dire la limitation de production d’organes puits, favorisant le 

stockage en vue d’une remobilisation tardive, et potentiellement le développement racinaire, générant 

une force de puits pas assez élevée en fin de cycle pour ne nécessitant pas de nouveau prélèvement 

d’azote (Paco et Brio).  

 Notre hypothèse est que l’ajout d’azote pourrait provoquer une réaction similaire à celle que 

provoque le traitement différentiel décrit dans la Discussion Générale de la Partie 2. Cette réaction 

pourrait alors être liée à l’utilisation des nutriments déjà présents dans la plante pour la production et le 

maintien des talles. La régulation du tallage chez le riz par l’ajout d’azote a déjà été montrée chez les 

Japonica via l’expression du gène OsNPF7.7-2 dans les méristèmes (W. Huang et al. 2018). Cette 

régulation pourrait être particulière chez Cigalon et Gines et provoquer la NIS. Au vu de nos résultats il 

semblerait que les mécanismes de remobilisation des nutriments soient les principaux candidats pouvant 

agir de diverses manières sur la relation plante-pathogène : lutte pour les nutriments via la régulation 

hormonale, régulation de la pathogénicité, et régulation des défenses. 

.
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Un rôle possible des cytokinines dans le lien NIS/NUE 

  Ainsi une plante NIS aurait une réaction physiologique à l’apport d’azote différente 

d’une plante non NIS, réaction qui pourrait être liée à la dynamique de tallage. Il y aurait donc une 

régulation différente dans la dynamique de production selon l’apport d’azote amené. Or ces mécanismes 

de régulation sont en grande partie contrôlés par les niveaux de phytohormones. Ainsi il a été montré à 

plusieurs reprises que les niveaux de cytokinines (CK) avaient un impact sur la production de talles et 

plus généralement sur le développement de la biomasse aérienne et sur la répression du développement 

racinaire (J.-G. Chen et al. 1998; Werner et al. 2001; McSteen 2009; Hudson et al. 2013; Zhuang et al. 

2019). De plus les CK sont impliquées dans la régulation des flux d’azote. En effet l’ajout d’azote 

provoque un signal de CK des racines vers les organes aériens régulant alors les métabolismes azotés et 

carboné (Sakakibara, Takei, et Hirose 2006; Rubio et al. 2008; Ruffel et al. 2016; Roche et al. 2017). 

Chez des plantules de CK au niveau des racines reproduit les effets d’une fertilisation et réduit les 

mécanismes de remobilisation, ce qui se manifeste par l’augmentation des teneurs en protéine, en 

Rubisco, en sucre et en chlorophylle dans les feuilles les plus âgées (Criado et al. 2009). Ce mécanisme 

de réduction de la remobilisation est également retrouvé chez le riz (Jianchang Yang et al. 2002), le 

raygrass (Roche et al. 2017) et le blé favorisant le caractère stay green de ce dernier (Guitman, Arnozis, 

et Barneix 1991). De manière générale les CK modifient les relations source/puits par l’activation des 

mécanismes qui maintiennent des niveaux de nutriments élevés. Cette accumulation permet un 

accroissement de la tolérance à divers stress abiotiques (Criado et al. 2009; Peleg et al. 2011; Merewitz 

et al. 2012).  

 Dans notre expérience, l’observation de l’évolution de concentration de certains métabolites et 

des dynamiques de production de biomasse chez Cigalon et Paco nous laisse supposer que la différence 

de réaction au traitement azoté pourrait être liée à un signal différent de CK. Ainsi dans notre cas il se 

pourrait que l'apport d’azote provoque une augmentation des quantités de CK dans la plus jeune feuille 

de Paco induisant une accumulation plus importante de plusieurs éléments. A l’opposé on peut penser 

que le taux de CK chez Cigalon n’est pas modulé dans ses feuilles mais augmente dans les méristèmes, 

provoquant possiblement la remobilisation des métabolites dans cette zone, et expliquant sa dynamique 

de tallage. Cet éventuel contraste dans la réponse hormonale en CK peut également être relié à la réaction 

de ces génotypes à M. oryzae. Il a été montré que M. oryzae pouvait produire ses propres cytokinines 

lors de l’infection grâce au gène CKS1. Une souche mutante de ce gène, cks1, montre un développement 

significativement moins important que la souche sauvage in planta (Chanclud et al. 2016). Dans cette 

même étude l’ajout de CK exogène avant une infection par le mutant cks1 rétablit sa pathogénicité, 

prouvant que la présence de CK dans les tissus infectés est un élément nécessaire au développement de 

la maladie. Paradoxalement il a également été montré que les CK étaient impliquées dans l’induction 

des défenses du riz en synergie avec la voie du SA (C.-J. Jiang et al. 2013).   
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Ainsi il est possible que le riz associe l’augmentation du taux de CK à un signal d’infection, d’où 

l’augmentation des défenses. Nous avons supposé précédemment que le traitement azoté avait eu un 

impact positif sur les taux de CK des feuilles de Paco par rapport à Cigalon, ce qui aurait pu provoquer 

une induction de ses défenses en amont de l’inoculation expliquant alors la résistance accrue de Paco. 

Cette hypothèse corrobore également l’induction des gènes de défense en condition NIS observée par 

(H. Huang et al. 2017). Toutefois aucun des deux gènes de défense observés (PBZ1 et POX223) dans 

cette étude n’a été impacté par l’azote, malgré un différentiel basal d’expression à la faveur des plantes 

NIS. Cependant nous n’avons pas d’informations sur leur niveau d’induction après inoculation. D’après 

ces éléments nous pouvons émettre l’hypothèse suivante : les réactions impliquant les CK dans les 

mécanismes de remobilisation lors d’un ajout d’azote pourraient interférer dans les réactions mises en 

place lors de l’infection, aboutissant alors au phénotype NIS. Il serait alors intéressant dans un premier 

temps de mesurer l’expression des gènes de défense, mais aussi des gènes liés au CKs sur plusieurs jours 

dans le cadre d’un protocole NIS. Dans un second temps on pourrait générer des plantes initialement 

NIS mais en désactivant certains gènes liés aux CKs afin d’observer l’évolution du phénotype 

Un rôle probable du champignon dans la NIS 

 Les phénomènes de diminution des concentrations en métabolites observés ont été associés à un 

phénomène de remobilisation plus ou moins important selon les génotypes. De plus nous avons montré 

que la diminution de certains métabolites, notamment le glucose, était corrélée à l’augmentation de 

sensibilité. Or comme de nombreux autres champignons, la virulence de M. oryzae est modulée par la 

disponibilité en sucre du milieu (Fernandez et al. 2012; Fernandez et al, 2014; Morkunas et Ratajczak 

2014; Kumar et al. 2016). Ainsi Fernandez et al, (2014) ont passé en revue plusieurs études in vitro 

soulignant les différents mécanismes mis en place par M. oryzae et régulés par l’abondance en sucres et 

en acides aminés (Figure 65). D’une part, ils ont décrit le mécanisme impliquant le glucose-6-phosphate 

(G6P, composé dérivé du glucose, précurseur pour la glycolyse, représentant l’essentiel du glucose libre 

de la cellule) et son impact sur l’expression du gène Tps1 : ceci induit une production de NADPH 

nécessaire à l’expression de nombreux gènes impliqués dans la répression de l’utilisation des autres 

sources de carbones par les cell wall–degrading enzymes (CWDEs) et la pathogénicité. Ce mécanisme 

régule également le métabolisme azoté de M. oryzae via le gène Nut1(Fernandez et al. 2012). Nut1 joue 

un rôle global dans la répression du métabolisme azoté (NMR) en agissant comme régulateur positif à 

des gènes nécessaires pour l'utilisation de sources alternatives d'azote (autres que NH4
+ et Gln). D’autre 

part, ces auteurs ont détaillé comment le glucose et/ou la présence d’acides aminés active la voie de 

ciblage de la rapamycine (TOR) qui active la croissance et la pathogénicité (López-Berges et al. 2010; 

Loewith et Hall 2011). La voie TOR est connue pour être un régulateur clé du passage du catabolisme 

à l'anabolisme dans les cellules hôtes.  

.  
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Figure 65 : Impact de l'environnement sur les mécanismes de développement de 
M. oryzae 
Dans des conditions optimales en nutriments (présence de sucres et d’AA, principalement la Gln), la voie de la rapamycine (TOR) est 
activée, ce qui entraîne une croissance mycélienne et la pathogénicité. Chez la levure, dans des conditions de faible teneur en glucose, 
le Snf1 inhibe indirectement la TOR. CreA régule négativement les gènes nécessaires à l'utilisation de sources de carbone autres que le 
glucose, y compris les composants de la paroi cellulaire. L’homologues de CreA est inactivé par Snf1 dans des conditions où les taux 
de glucose sont faibles chez la levure. Une interaction comparable entre les homologues de Snf1 et de CreA dans les champignons 
filamenteux est supposée mais n'a pas été démontrée.  

La protéine Tps1 contrôle les processus nécessitant du NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), y compris dans 
l'utilisation des nitrates, et est essentielle pour la virulence. En réponse à la détection du glucose-6-phosphate (G6P) par Tps1, la 
production de NADPH est augmentée et les protéines inhibitrices Nmr1-3 dépendantes du NADP sont inactivé car le NADP est converti 
en NADPH. Cela atténue l'inhibition de Nmr1-3 de Nut1 entraînant l'expression de gènes codant pour des enzymes NADPH-
dépendantes et nécessaires à la pathogénicité. 
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D’après ces études il semblerait que M. oryzae favorise sa croissance en phase biotrophe dans des 

milieux riches en glucose, ce qui lui permet de (i) prélever des AAs non préférentiels avec le gène Nut1, 

et (ii) inactiver les mécanismes de dégradation des éléments structuraux de la cellule hôte et donc de la 

préserver. Toutes ces réactions semblent indiquer que ce champignon aurait une capacité à s’adapter à 

l’appauvrissement des ressources de son environnement, et qu’il pourrait être impliqué dans le passage 

à la phase nécrotrophique (Fernandez, Marroquin-Guzman, et Wilson 2014). En effet, un orthologue de 

Nut1 chez Colletotrichum lindemuthianum, hémibiotrophe causant l’anthracnose du pois, a été montré 

comme indispensable au passage en phase nécrotrophe de ce champignon (Pellier et al. 2003). De plus 

il a été montré que le passage à la nécrotrophie était précédé de l’envahissement préalable des cellules 

voisines (Kankanala, Czymmek, et Valent 2007). Dans notre étude il est apparu que les variétés NIS (i) 

avaient des taux de glutamine, l’AA préférentiel de M. oryzae, plus faibles que les autres et (ii) 

subissaient une chute plus importante de leur taux de glucose associée à leur augmentation de sensibilité. 

On peut alors supposer que le champignon se retrouve chez les variétés NIS dans des conditions qui lui 

sont défavorables, ce qui est paradoxal compte-tenu du phénotype observé. Les capacités d’adaptation 

du champignon décrites ci-dessus pourraient aboutir à une accélération de l’infection des cellules hôtes 

et du passage à la nécrotophie. Ainsi M. oryzae accélèrerait sa diffusion et déclencherait sa phase 

nécrotrophe plus rapidement chez les variétés NIS dont les éléments sont appauvris. Cela pourrait 

expliquer comment Cigalon et Gines ont développé plus de lésions en 7 jours par rapport à Paco ou 

Brio. On retrouve cette dynamique dans l’étude de Ballini et al (2013) et  H. Huang et al. (2017) où le 

champignon avait un taux de pénétration supérieur dans la condition azote (Figure 66). Ce rôle de la 

biologie du champignon pourrait aussi expliquer les résultats contrastés des diverses souches utilisées 

dans le GWAS (Partie 1 et 3), toutes les souches n’ayant pas la même réactivité vis-à-vis des 

changements d’environnement. Il est toutefois nécessaire de rester prudent sur ces hypothèses. En effet 

si les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des phases biotrophe et nécrotrophe sont bien 

établies, les mécanismes déclenchant le passage entre ces deux modes de vie restent peu connus 

(Kankanala, Czymmek, et Valent 2007). Des études fonctionnelles plus poussées sont donc nécessaires. 

Cependant l’impact d’une fertilisation sur le développement de M. oryzae pourrait être testé par 

microscopie sur des plantes NIS (H. Huang et al. 2017). On pourrait alors dénombrer les cellules de M. 

oryzae par cellule de plante et ainsi déterminer si le champignon a envahi plus ou moins rapidement son 

hôte. Enfin la plupart des réactions de M. oryzae décrites dans ce paragraphe proviennent d’études in 

vitro. De ce fait les hypothèses émises ne prennent pas, ou peu, en compte, l’ensemble des réactions de 

la plante qui sont aussi impactées par la fertilisation. 
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Figure 66 : Croissance de M. oryzae augmentée par l'azote (Ballini et al. 
2013) 
Ces résultats sont issus de l’observation au microscope du développement du champignon sur une feuille du génotype, 
Kasalath, une variété NIS. Ils illustrent le pourcentage de spores ayant germé (noir), développé leur appressorium (gris 
foncé), pénétré une cellule (gris clair), ou pénétré plusieurs cellules (blanc). Ces mesures ont été effectuées à différents 
temps après inoculation (1 jour, 2 jours et 4 jours). A gauche le schéma représente les différents stades observés au niveau 
cellulaire. Il a été mis en valeur deux différences significatives (p<0.001) d’une part la fréquence de l’appressorium 
développé à 1dpi ; et d’autre part, la fréquence d’infection de plusieurs cellules à 4 dpi. 

0N : condition faible en azote ; 1N : condition forte en azote : dpi : jours après infection 
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Niveaux de base de la glutamine et du myo-inositol: une condition nécessaire à la NIS? 

 Un autre résultat nous permet d’avoir une vision cohérente des quatre génotypes testés. Ainsi la 

diminution d’expression de la GS1;3 chez les variétés NIS, associée avec la position de ces cultivars sur 

les PLSDA, est en faveur de la théorie selon laquelle la glutamine serait un nutriment régulateur de la 

NIS. A ce jour le gène OsGS1;3 était connu pour être impliqué dans la remobilisation de l’azote, 

s’exprimant préférentiellement dans les grains lors de la phase de maturation (Xu, Fan, et Miller 2012). 

Toutefois nos observations indiquent que les taux de glutamine et de glutamate ont diminué dans tous 

les génotypes après fertilisation azotée et ces observations ne sont pas cohérentes avec celles faites par 

l’équipe (Huang et al, 2017) dans un autre fond génétique, Kasalath. Le taux de glutamine étant relié à 

celui du glutamate, nos observations se rapprochent davantage de la conclusion de (Seifi et al. 2013) sur 

l’implication du glutamate et du GABA dans la défense du riz face à M. oryzae.  

 L’autre métabolite mis en évidence comme marqueur de la NIS est le myo.inositol. Cette 

molécule, dérivée du glucose, est impliquée dans plusieurs mécanismes de signalisation lipidique, 

notamment la formation de la membrane, la perception de l’auxine, la réponse au stress et la régulation 

de la mort cellulaire (Loewus et Murthy 2000). Cette molécule est également impliquée dans la synthèse 

de l'ascorbate qui piège les espèces réactives de l'oxygène et protège les cellules et les organites des 

dommages oxydatifs (Torabinejad et al. 2009). Les implications de cette molécule dans les mécanismes 

de défense face à la pyriculariose restent méconnus et contradictoires. En effet Madhavan et al. (2019) 

ont montré que la production de myo.inositol était plus importante dans des cultures cellulaires d’une 

variété de riz sensible sept jours après les avoir mis en présence d’éliciteurs de M. oryzae. A l’opposé 

cette molécule semble s’accumuler davantage chez un riz dont un gène de défense, MoSDT1, est sur-

exprimé 72 h après infection (Duan 2020, en révision). Toutefois ces études ont en commun une 

variation de myo.inositol plusieurs jours post infection sans connaissance des quantités initiales dans les 

tissus. Il serait intéressant de voir comment ces quantités varient dans le temps après une fertilisation 

suivie d’une inoculation. 

 Cependant il se pourrait que la réponse NIS ne soit pas due à un seul facteur, mais à une 

combinaison de changements. En effet l’interaction M. oryzae-riz implique de très nombreux 

changements métaboliques chez l’hôte dus à la lutte pour les nutriments et l’utilisation des métabolites 

dans les mécanismes de défenses (Parker et al. 2009; F. Chen, Ma, et Chen 2019). De ce fait de 

nombreux mécanismes pourraient entrer en conflit avec le message de remobilisation que l’ajout d’azote 

semble déclencher. Ce message pourrait alors soit favoriser les réactions de luttes contre le champignon 

(Paco), ou bien entrer en conflit avec cette lutte aboutissant à la NIS (Cigalon et Gines).  
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Cette perturbation des mécanismes pourrait complètement modifier l’expression des gènes de défense 

mesurée ou modifier l’agressivité de M. oryzae. Un suivi dans le temps de l’évolution des métabolites 

et de l’expression de davantage de gènes chez des variétés contrastées et inoculée suivant notre protocole 

NIS pourrait améliorer notre compréhension du phénomène. 

Un nouveau mécanisme derrière la NIR? 

 Nous avons observé une induction d’expression du gène codant pour l’Alanine 

Aminotransférase dans les plantes no NIS et NIR. Cette enzyme est à l’intersection des métabolismes 

carbonés et azotés par son action sur les différentes formes d’alanine.  L'alanine aminotransférase est 

capable de transférer le groupement amine de l'acide glutamique sur l'acide pyruvique avec formation 

d'une molécule d'acide α-cétoglutarique et d'alanine (Raychaudhuri 2015). Or il a été montré qu’une sur-

expression de ce gène induit également une augmentation de l’activité enzymatique (Beatty et al. 2013). 

Dans notre cas, on ne peut que supposer que l’activité de l’alanine aminotransférase a augmenté. Ceci 

pourrait alors correspondre à l’augmentation d’alanine observée dans les feuilles de Paco (ainsi que la 

baisse de glutamate). (Shrawat et al. 2008; Good et Beatty 2011; Beatty et al. 2013; Ahmed et al. 2020). 

De plus cette enzyme a été associée à des capacités de prélèvement d’azote importantes associées à une 

capacité à remobiliser le carbone vers les racines (Beatty et al. 2013). Cela pourrait laisser supposer que 

les éléments dont les concentrations auraient diminué dans les feuilles de Cigalon auraient été transférés 

dans les racines. Cette augmentation d’alanine est cohérente avec l’implication de ce métabolite dans la 

réponse d’hyper-sensibilité, comme observé chez V. labrusca (J. Chen et al. 2006). 



Conclusion Générale    

209 

Conclusion Générale  

  

 Nous avons exploré la diversité d’utilisation de l’azote chez des riz de la sous-espèce des 

japonica tempérés et mis en relation cette diversité avec l’induction de sensibilité face à M. oryzae. 

Ainsi nous avons pu confirmer les trois hypothèses formulées au début de ce manuscrit. Dans un premier 

temps nous avons montré qu’il existait une hétérogénéité dans les dynamiques d’utilisation de l’azote 

au sein d’un panel de riz restreint. Cette diversité s’est maintenue dans l’ensemble des conditions 

évaluées. La composante de la NUE la plus discriminante était la capacité de prélèvement post-florale. 

De plus nous avons pu associer ces contrastes dans le prélèvement de l’azote avec la phénologie et des 

caractères morphologiques : capacité de tallage, maintien des feuilles vertes en fin de cycle, et la surface 

foliaire individuelle de la feuille drapeau. Dans un deuxième temps nous avons montré à l’échelle de la 

sous-espèce qu’il existait bien un contrôle génétique de la NIS par l’étude d’association présentée dans 

la troisième partie. Ainsi 2 QTLs lié à la NIS ont été mis en évidence : NIS2 et NIS3. Enfin, dans un 

troisième temps, nous avons apporté des éléments qui montrent que l’ajout d’azote perturbe la relation 

entre M. oryzae et le riz par la modification globale des transports de nutriments qu’il provoque. 

Toutefois la description fonctionnelle de la NIS ne semble pas encore complète, notamment à cause du 

manque d’informations sur les évènements post inoculation. Nous avons néanmoins réussi à mettre en 

place un profil physiologique qui permettrait au moins de prédire le phénomène : (i) des capacités de 

prélèvement post-florales importantes, (ii) des taux de myo.inositol élevés (iii) un métabolisme de la 

glutamine peu efficient et (iv) une diminution de concentration de plusieurs métabolites qui pourrait 

changer la physiologie de l’agent pathogène et l’amener à être plus virulent. Ces différents éléments 

sont illustrés dans le schéma bilan de ce manuscrit (Figure 67). Enfin de nombreux éléments restent à 

éclaircir comme : le potentiel rôle des phytohormones, et principalement les cytokinines ; la destination 

des nutriments qui diminue chez Cigalon (accumulés dans les racines ou les méristèmes ?) ; les 

altérations de la pathogénicité du champignon ; et la diversité de la NIS dans des pathosystèmes 

impliquant d’autres isolats de M. oryzae et d’autres familles de riz.  
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Figure 67 : Hypothèse des liens physiologiques entre l'utilisation de l'azote 
et la NIS chez le riz 
Ce schéma illustre l’ensemble des résultats et des éléments de discussion nous permettant d’établir des profils 
physiologiques différents entre des phénotypes NIS et Non NIS  

Un * illustre une activité enzymatique supposée importante dans la NIS. Les flèches rouges illustrent les mouvements de 
métabolites supposés d’après les teneurs mesurées dans chaque niveau de feuille. Les flèches noires indiquent les potentiels 
signaux basés sur les cytokinines (CK) 

La partie supérieure illustre les réactions de Cigalon et Gines (à gauche) et de Paco et Brio (à droite) à des teneurs en azote 
différentes sur l’ensemble de leur cycle. Sommairement, les premiers ont une dynamique de tallage ajustée à la disponibilité 
en azote, et produisent davantage d’organes puits. Ceci résulte en des capacités de prélèvement post-floral très contrastés 
directement reliées aux capacités de remobilisation. 

La partie inférieure montre le contraste entre les teneurs en métabolites entre chacun des deux profils ainsi que les 
modifications moléculaires que chaque profil subit après l’ajout d’azote et comment cela pourrait impacter la NIS :  

_Cigalon et Gines ont des taux basals bas de Gln et des taux élevés de myo.inositol, et inversement pour Paco et Brio. Ces 
taux ne sont pas modulés par l’azote.  

_Le traitement provoque une  diminution des concentrations de plusieurs métabolites dans les feuilles de Cigalon et Gines. 
Chez Paco et Brio ces concentrations augmentent dans la feuille la plus jeune et diminue dans la feuille la plus âgée, ce que 
nous avons associés à de la remobilisation.  

_Ces mouvements de métabolites sont en liens avec d’autres réactions (CK, GS, GOGAT, AlaAT) qui pourrait expliquer le 
phénotype de NIS. 
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Annexe 1 : Plan d'expérience de l'évaluation du criblage de 50 
variétés de japonicas temprées 
Chaque case représente une microparcelle. La couleur bleu clair représente la modalité N100 et la 
couleur bleue foncé représente la modalité N150. Une répétition correspond à 4 lignes dans le plan 
expérimental. L’emplacement de chaque génotype est randomisé par traitement et par bloc de 
répétition. 
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Cultivar origin Type of grain

CIGALON France Round

MANOBI France Medium

PATY France Long B

BRIO Italy Round

GINES France Long B

GLEVA Spain Medium

PACO France Long A

SEPYA016 France Round

SEPYA024 France Round

SEPYA029 France Round

GAGERON France Round

MAMBO France Long B and Black

Cultivar Years Group DATE flo Nb days flo DATE mat Nb days mat
Filling 

duration 

Mean pre Flo 

time
Mean filling time

CIGALON 2018 early 01/08/2018 84 14/09/2018 128 44

PATY 2018 early 03/08/2018 86 21/09/2018 135 49

MANOBI 2018 early 06/08/2018 89 26/09/2018 140 51

PACO 2018 intermediate 10/08/2018 93 27/09/2018 141 48

SEPYA_029 2018 intermediate 10/08/2018 93 27/09/2018 141 48

GINES 2018 intermediate 13/08/2018 96 27/09/2018 141 45

BRIO 2018 intermediate 13/08/2018 96 26/09/2018 140 44

GLEVA 2018 intermediate 13/08/2018 96 03/10/2018 147 51

SEPYA_016 2018 intermediate 14/08/2018 97 26/09/2018 140 43

SEPYA_024 2018 intermediate 14/08/2018 97 26/09/2018 140 43

MAMBO 2018 late 14/08/2018 97 26/09/2018 140 43

GAGERON 2018 late 21/08/2018 104 03/10/2018 147 43

CIGALON 2019 early 02/08/2019 87 18/09/2019 134 47

PATY 2019 early 08/08/2019 93 26/09/2019 142 49

MANOBI 2019 early 09/08/2019 94 01/10/2019 147 53

SEPYA_024 2019 intermediate 12/08/2019 97 10/10/2019 156 59

SEPYA_029 2019 intermediate 12/08/2019 97 04/10/2019 150 53

GLEVA 2019 intermediate 12/08/2019 97 10/10/2019 156 59

PACO 2019 intermediate 13/08/2019 98 01/10/2019 147 49

SEPYA_016 2019 intermediate 13/08/2019 98 04/10/2019 150 52

BRIO 2019 intermediate 13/08/2019 98 10/10/2019 156 58

GINES 2019 intermediate 14/08/2019 99 10/10/2019 156 57

GAGERON 2019 late 19/08/2019 104 04/10/2019 150 46

MAMBO 2019 late 19/08/2019 104 26/09/2019 142 38 104

48

46

43

50

55

42

86

95

101

91

98

Annexe 2 : Cultivars used for 
Nitrogen use experiment 
Cultivars registred are noted with their usual names. 
Cultivars still in breeding process are noted with intern code 
SepyaXXX. Type of grains depend of its color (not precised 
for white grain) and shape :  

Round Length ≤ 5.2 mm Length/width < 2  

Medium 5.2 mm < Length < 6 mm Length/width < 3  

Long A Length ≥ 6 mm Length/width < 3  

Long B Length ≥ 6 mm Length/width ≥ 3  

 
Annexe 3 : Phenologies observed for 12 cultivars and classification made  
The date of flowering correspond to the observation stamens visible on more than 50% of the plot. Maturity date was determined when 
80% of grains were yellow-colored. The number of days correspond to the difference of each stage date with the sowing date May 9th 2018 
and May 7th for 2019. The filling duration correspond to the times between flowering date and maturity date. Scale color have been 
establish by column to highlight difference of flowering and grain filling duration. 

Group of phenologies have been made empirically with the mean of precocity of two year :  

Early: < 95 days 

Intermediate: <100 days 

Late: >100 days 
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  Annexe 4 : Correlation 
between yield estimated by 
transect sampling and yield 
obtained by mecanical 
harvest 
Each point corresponds to the yield (estimated 
and harvested, expressed in g.m-2) of one micro 
plot. A significant linear correlation calculated 
on the pool of two year are ploted illustrates the 
significant relatioship between our estimation 
and real yield 
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 Annexe 5 : Correlation Matrix of Physiological Traits by years 
The matrix show Pearson correlation calculated on 2018 (grey background) and 2019 (white 
background) independently. Each value showed corresponds to the r² in case of significant correlation 
(P<0,01), Color and size of circle illustrate the r² value (green as positive and red as negative). Variables 
have been ordered by a complete hierarchical clustering method. 

DW_Translo : Dry weigh translocation; FiRate: Rate of filled grains ; Flo.LA : Leaves area at flowering;  
Flo.NUTE : Nitrogen Utilisation Efficiency of biomass production at flowering Flo.TilNB : Number of tills at 
flowering; Gr.NUTE : Nitrogen Utilisation Efficiency of GP: Grains production; GrNB_Pa : Number of grain by 
panicles; HI : Harvest index; LA1ind : Mean of individual leaf area of flag leaf; LA2ind : Mean of individual leaf 
area of the flag above the flag leaf; N_Remo : Nitrogen remobilized; N_up_Pre : Nitrogen uptake pre flowering; 
N_up_Post : Nitrogen uptake post flowering; NTot : Total of Nitrogen uptake; PaNB : Number of panicles; 
Post_DW_Acc: Post flowering dry weight accumulation ; Pre_DW_Acc : Pre flowering DW accumulation; SG_Lf 
: Number of leaves stayed green; Till.Eff: Tillering Efficiency; %NStraw : Nitrogen concentration in straws; %NGr 
: Nitrogen concentration in grains;  1000GrDW : 1000 grains dry weight. 

  

Annexe 6 : Determination of optimum number of cluster by Elbow 
method’s 
The sum square of individuals barycenter coordinate on the free first dimension of PCA have been calculated from one to ten 
clusters. It seems to slow down its decrease after four cluster (vertical line). Thus, we use this number of cluster to calculate 
group with PCA results 
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Annexe 7 : Composition des solutions utilisées pour la fertilisation 
différentielle 
La solution 0N est appliquée sur les plantes de la condition N, et la solution 2N sur les plantes de la solution N+1. 
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Annexe 8 : Protocole d'extraction d'ARN 
Broyage : 
_Stockage des échantillons dans des tubes de 2ml à -80°C 
_Broyage avec un broyeur à bras, à froid 
_Deux sessions de 60sec à 30Htz. 
Extraction ARN : 
Lyse des cellules et composants cellulaires 
_Ajout de 1mL de Tri-reagent par tubes  
_Agitation modérée pendant 1 min 30 
Séparation des acides nucléiques 
_Ajout de 200µL de Chloroforme par tube 
_Agitation forte pendant 6 s 
_Incubation 10 min  
_Centrifugation de 15min à 4°C à 13000g. 
Précipitation des acides nucléiques (à froid) 
_Transfert de 630µL de la phase supérieure dans un tube 1,5mL  
_Ajout de 560µL d’Isopropanol 100% froid (-20°C). 
_ Homogénéisation par inversion des tubes 
_Incubation à -20°C 10min.  
_Centrifugation 20 min à 13000g à 4°C. 
_Retrait du surnageant + séchage  
Rinçage 
Ajout de 500µL d’éthanol 70% froid (4°C). 
Centrifugation 5 min à 13000g à 4°C. 
_Retrait du surnageant + séchage  
Suspension 
_Resuspentio, avec 50µL d’eau ultrapure. 
Traitement DNase (kit Fermentas): 
Mix DNase de sorte à répartir dans chaque puits 6µL du mix : 
 -Suspension ARN50µL 
 -Tampon 10X  5,6µL 
 -Eau   0,20µL       Mix 
 -DNase (50U/µL) 0,20µL    
            = 56 µL 
36. Incubation 30min à 37°C. 
37. Ajout de 5,6µL de EDTA 25mM. 
38. Incubation 10 min à 65°C. 
Dosage et RT des ARN: 
Dosage des ARN au Nanodrop. 
Dilution avec de l’eau ultrapurepour avoir 5µg dans 8µL tel que  
- x µL ARN = 5000ng 
- 8-x µL eau 
- 2 µL mix oligo dt  
- 3 µL eau 
= 13µL             
_Dénaturation pendant 5min à 95°C puis mettre immédiatement sur glace 
Ajouter : 
- 4µL tampon 5X 
- 2µL dNTP 10mM 
- 1µL RT-MMVL (Promega) 
= 20µL 
_Incubation 1h15 min à 37°C  
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