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Introduction générale

|. Contexte

Le colza (Brassica napus L.) est une brassicacée cultivée dont I'importance
agronomique s’accroit notamment en raison de I'extension des surfaces de cultures tant a
I'échelle mondiale qu’Européenne. De facon similaire, au niveau régional ou national, les
surfaces consacrées a cette culture ne cessent de croitre et devraient atteindre 1.7
millions d’hectares en 2010 (source : CETIOM). L'intérét de cet oléagineux riche en lipides
et en protéines réside dans ses nombreux débouchés, que ce soit dans le secteur
alimentaire (production d’huile ou de tourteaux destinés a l'alimentation bovine) ou
industriel.  L'utilisation du colza comme ressource énergétique ou comme matiere
premiére pour l'industrie permet en effet de substituer partiellement une ressource fossile
(produits pétroliers) par une ressource agricole renouvelable. L’huile de colza peut étre
utilisée pour la production de biocarburants, de biolubrifiants, de tensio-actifs, de solvants
ou encore dintermédiaires chimiques. De telles utilisations industrielles ont suscité le
développement de variétés plus appropriées comme le colza a forte teneur en acide
oléigue ou stéarique. En raison de sa proximité génétique avec l'espece m  odele
Arabidopsis thaliana L. largement étudiée et utilisée en génomique, ell e constitue
par ailleurs une espéce modele idéale pour étudier les mécanismes de remplissage
en macroéléments des graines.

Sa culture nécessite d’'importantes quantités d’intrants minéraux, en particulier en
azote, phosphore, potassium et soufre. Considérée et utilisée potentiellement comme une
culture « piege a nitrate », et comparativement a d’autres cultures, cette espece présente
des capacités élevées d’absorption du nitrate (Lainé et al., 1993 ; Malagoli et al., 2004)
tout en étant caractérisée par une faible Efficience d'Utilisation de I'Azote (EUA;
Schjoerring et al., 1995). Cette derniere est essentiellement liée & un recyclage sous-
optimal de l'azote au cours de la sénescence des feuilles (Malagoli et al., 2005a), qui
constituent les organes sources majeurs pour le remplissage en N des tissus
reproducteurs. Ces feuilles sénescentes peuvent alors chuter avec des teneurs en N
élevées (~2% de la matiere seche), ce qui peut alors affecter le rendement grainier en fin
de cycle (Noquet et al., 2004 ; Malagoli et al., 2005a). A I'instar du N, le soufre (S), présent
principalement sous forme de sulfate (SO4%) dans le sol et de dioxyde de soufre (SO,)
dans I'atmosphére, est un élément essentiel a la croissance du colza. Comme pour la

majorité des Brassicacées, les besoins en S du colza sont particulierement élevés. Aprés

1
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Figure 1. Evolution des quantités de dioxyde de soufre (SO,) dans l'air (en kt) et origines des
émissions de SO, de 1960 a 2007 en France metropolitaine. Entre 1973 et 2004, les émissions de
SO, ont chute de plus de 86 %. (d'aprés le Citepa, Mai 2009).
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une étude bibliographique sur la réponse de cette culture a la fertilisation soufrée, Zhao et
al., (2002) ont conclu que le S est maintenant I'un des principaux éléments nutritifs qui
limite le rendement dans de nombreuses régions européennes. Le colza est donc une
plante exigeante en soufre et de nombreuses études suggerent que les parcelles
agricoles sont globalement confrontées a une oligot rophisation en S depuis pres de
deux décennies. Cette oligotrophisation est une conséquence indirecte de la mise en
place de conventions strictes en matiére d’environnement visant a réduire les émissions
de S d’origine anthropique (adoptées lors du « Sommet de la terre » de Rio en 1992, et
lors du « Sommet mondial sur le Développement Durable » de Johannesburg en 2002).
En France, les émissions de S dans I'atmosphére ont ainsi chuté de 86% entre 1973 et
2004 (Figure 1). Ces diminutions de rejets soufrés, également percues au niveau
Européen, limitent donc la déposition de S vers les sols et ont contribué a leur
appauvrissement en S (Scherer, 2001) notamment en l'absence d'une fertilisation S
raisonnée et suffisante.

Une telle oligotrophisation en S pourrait alors con tribuer a réduire le
rendement des cultures de colza. Chez les Brassicacées, la carence en S peut en effet
modifier la qualité grainiere via l'altération de la composition protéique et lipidique selon
Ahmad et Abdin (2000a). Enfin, certains travaux ont montré que cette réponse est
différente selon le statut en N minéral de la culture, confirmant ainsi les interactions tres
fortes entre les métabolismes N et S. Par ailleurs, un nombre assez important de travaux
réalisés au sein de 'TUMR INRA — UBCN EVA a montré que le contenu en azote des
graines du colza dépend assez largement du potentiel de remobilisation de I'azote foliaire
(Rossato et al., 2002; Malagoli et al., 2005b). De nombreux auteurs ont aussi mis en
evidence linfluence du niveau de disponibilité en N du sol sur le prélevement, la
distribution et I'assimilation du S minéral au sein de la plante (Fismes et al ., 2000). Des
apports élevés de N minéral peuvent ainsi aggraver une situation de carence en S et
affecter la qualité de I'huile (Asare et Scarisbrick, 1995 ; Ahmad et Abdin, 2000a ; Ahmad
et al., 2007). En revanche, il n’existe que trés peu de travaux décrivant I'importance et les
mécanismes d’'une mobilisation du soufre a I'échelle de la feuille ou de la plante entiere,

en réponse a une réduction du niveau de la fertilisation soufrée.

II. Objectifs et plan de la thése :
Cette thése, a été financée par une allocation du Ministére de I'Education Supérieure

et de la Recherche Scientifigue d’'Egypte (ESRS). Elle s’insére par ailleurs dans le cadre
d’'un programme ANR- COSMOS (Colza et Soufre : cycle du soufre et Mobilisation des
2
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composeés soufrés et azotés en réponse a une Oligotrophisation en Soufre, 2006-2008) et
dans celui de 'UMR INRA-UCBN 950 EVA de I'Université de Caen Basse-Normandie au
sein duquel I'étude des réponses physiologiques et moléculaires du colza a une limitation

en S constitue un nouvel axe de recherche.

Dans ce cadre, ma these vise a étudier les effets de la limitation en S exogéne
sur I'absorption et la remobilisation de composés S et accessoirement N au niveau
de la plante entiere, ainsi qu’a I'échelle de diffé  rents organes cibles (rangs foliaires),
en se limitant dans un premier temps au stade de dé  veloppement végétatif du colza.
Nous nous sommes intéressés plus particulierement a ux mécanismes
physiologiques et moléculaires intervenant dans le recyclage des composés
soufrés et azotés . Dans un premier temps, une approche reposant sur l'utilisation de
traceurs 'S et >N visait & quantifier les flux inter-organes de S et de N endogénes et
ainsi mettre en évidence le potentiel du végétal a compenser une disponibilité réduite en S
au stade végétatif par une remobilisation. Cette premiére démarche a ensuite débouché
sur une caractérisation plus fine des mécanismes potentiellement impliqués (absorption et
transport du sulfate, sénescence foliaire). Un certain nombre d’indicateurs du niveau de
nutrition soufrée ont par ailleurs pu étre identifiés et ont ensuite été utilisés dans le cadre

d’'une enquéte en milieu agricole.

Apres une présentation des caractéristiques physiologiques et agronomiques de la
plante étudiée (le colza d’hiver), l'analyse bibliographique (Chapitre II) fera dans un
premier temps un bilan des connaissances relatives aux réponses des brassicacées, et du
colza en particulier, a une limitation en S minérale en présentant: 1) le caractéere
indispensable de cet élément au bon fonctionnement de la plante, 2) les mécanismes qui
régissent I'acquisition et I'assimilation du S, 3) la nature des réserves S chez le colza, 4)
les stratégies connues ou hypothétigues de la plante pour améliorer [Iefficience
d’utilisation du S (EUS) en se focalisant sur les processus de mobilisation susceptibles
d’étre impligués dans le recyclage foliaire des composés S associés potentiellement a une
sénescence foliaire. L’ensemble de cette analyse bibliographique a permis de proposer un
certain nombre d’hypothéses qui ont conditionné les approches expérimentales mises en
place.

Les résultats obtenus ont fait I'objet de cing manu scrits de publications, sous
presse ou en cours de soumission dont les 3 premier s font I'objet des chapitres | &

1l des résultats :
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- ABDALLAH, M ., DUBOUSSET L., MEURIOT F.,ETIENNE, AVICE J.C. and A.
OURRY (2010a). Effect of mineral sulphur availability on nitrogen and sulphur

uptake and remobilization during the vegetative growth of Brassica napus L.
Journal of Experimental Botany, acceptée IF=4.44.
- ABDALLAH M., OURRY, A. and F. MEURIOT, 2010b. Fluctuations of S

availability affect growth, S reserves, ®°N and **S uptake in Brassica napus L.

Soumis a Journal of Experimental Botany.
- ABDALLAH M ., ETIENNE P., OURRY and F. MEURIOT, 2010c. Influence of initial
S reserves and mineral S availability on leaf senescence and S and N mobilization

in oilseed rape (Brassica napus L.). Soumis a Plant science.

- SARDA X., DIQUELOU, S., ABDALLAH M,, DUBOUSSET L., GAUTIER, V.,
CANTAT, O., MEURIOT F. AVICE J.C., and A. OURRY , 2010d. Assessment of S
deficiency in Brassica napus L. agricultural plots from stem, seed and senescing
leaf analysis. Soumis a European Journal of Agronomy.

- DUBOUSSET L., ABDALLAH M ., DESFEUX A.S., ETIENNE P., MEURIOT F.,
HAWKESFORD M.J., GOMBERT J., SEGURA R., BATAILLE M. P., REZE S.,
BONNEFQY J., AMELINE A.F., OURRY A., LE DILY F. and , J.C. AVICE, 2009.
Remobilization of leaf S compounds and senescence in response to restricted

sulphate supply during the vegetative stage of oilseed rape are affected by mineral
N availability (Journal of Experimental Botany 60, 3239-3253. IF=4.44.

L'ensemble de ces résultats fera ensuite l'objet d’'une discussion générale et les

conclusions principales permettront de dégager de nouvelles perspectives de recherche.






ANALYSE

BIBLIOGRAPHIQUE

[




Protéine Cellulose
A D0, T

J J

Huile 42% Autres
Eau 9% 20%
B —e— UUE = Chine Canada Inde
Millions de tonnes
20 —

Annéees

/ =] b
7374
8182
86187
96/97
01-02
03-04
04-05
(05-06
06-07
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PROLEA-CETIOM 2007).
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A Le colza

A.1l Généralités

Le colza (Brassica napus L.), plante herbacée annuelle pouvant atteindre plus de
deux metres de hauteur, appartient a la famille des Brassicacées (cruciferes) et résulte de
I'hybridation naturelle entre le chou (Brassica oleracea L.) et la navette (Brassica
campestris L.). Les variétés de colza d’hiver sont les plus répandues en Europe de
I'Ouest, et elles sont considérées comme des plantes bisannuelles. Elles réalisent leur
cycle de développement en 250-310 jours. Les variétés de printemps, dont le cycle de
développement s’effectue en 120-150 jours, sont pour leur part considérées comme des

plantes annuelles.

A.2 Aspects agronomigues

Le colza est largement cultivé dans le monde tant pour une valorisation alimentaire
gue non alimentaire de ses graines riches en protéines (22%) et présentant des teneurs
particulierement élevées en huile (de I'ordre de 42% ; CETIOM ; Figure 2A).

A.2.1 Evolution des surfaces cultivées et de la production mondiale

Le colza est une culture largement répandue dans le monde, principalement dans les
zones tempérees fraiches. Les surfaces cultivées n'ont cessé de croitre depuis un demi-
siécle (Figure 2B) mais plus particulierement au sein de I'Union Européenne lors des 20
derniéres années. La production mondiale de graines de colza, qui était de I'ordre de 7,1
millions de tonnes en 1974, dépasse désormais en 2007 les 47 millions de tonnes. Ceci
permet une production de 18 millions de tonnes d'huile et environ 27 millions de tonnes de
tourteaux. Les principaux producteurs mondiaux par ordre dimportance sont I'Union
Européenne, la Chine, le Canada et I'Inde (Source PROLEA-CETIOM ; Figure 2B).

A.2.2 la production Européenne

En 2007, 'Union Européenne produisait le tiers du colza mondial soit environ 16
millions de tonnes de graines. A I'échelle de I'Union Européenne des 27 Etats Membres,
les principaux producteurs sont la France et I'Allemagne (estimations EuroStat, 2008). En
France, bien que représentant seulement 60 000 hectares en 1960, la superficie cultivée
en colza a doublé entre 1994 et 2008 contrairement aux autres plantes oléagineuses

(comme le tournesol) pour lesquelles les superficies de culture ont eu tendance a diminuer
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(Figure 3A et B). Avec 1,6 millions d'hectares en 2007 (Agreste, 2007), la production
francaise était de 4,7 millions de tonnes de graines avec des rendements moyens de 29,1
quintaux.ha™. Depuis ces dix derniéres années, le potentiel de rendement a gagné 2,5%
par an. Cette augmentation significative des rendements est essentiellement due aux
progres génétiques (sélection variétale), ainsi qu’a I'amélioration des techniques agricoles

et des modalités d’apport des intrants (fertilisants et produits phytosanitaires).

A.3 Les débouchés alimentaires et industriels du co lza

Cette extension des surfaces cultivées s’explique par les débouchés alimentaires et
industriels multiples qu’offre cette culture. Quatre types essentiels de débouchés
agroalimentaires et industriels sont spécifiquement conditionnés par la richesse en
certains acides gras (Figure 4). En effet, les fruits du colza sont des siliques renfermant de
petites graines ex-albuminées a cotylédons riches en lipides (environ 45%) qui sont
utilisées pour I'essentiel a la production d’huile de table (Figure 4). L'extraction de cette
huile a partir des siliques fournit par ailleurs un sous-produit, le tourteau de colza, qui est
une source de protéines intéressante pour I'alimentation animale. Les dérivés d’huile de
colza sont également valorisés dans des usages autres qu’alimentaires, tels que des bio-
lubrifiants, des solvants, des produits cosmétiques (Figure 4), ou encore tels que la
production d’agents protecteurs du bois contre les attaques de champignons et d’insectes
(ASAM). Actuellement, une des principales applications dans le domaine industriel est le
diester, un biocarburant pour moteur diesel. En 2005, environ 450 000 hectares de colza
ont été cultivés pour le diester soit 35% des surfaces de colza cultivé en France. Avec des
besoins 2,5 fois plus élevés en 2009, les surfaces de colza dédiées au diester ont atteint 1

million d’hectares.

A.4 Cycle ontogénétique du colza d’hiver

Le développement du colza se décompose en 10 étapes (Figure 5), d'aprés
Sylvester-Bradley et Makepeace (1984), sachant que plusieurs d’entre elles se
chevauchent : germination / levée, production de feuilles, extension de la tige,
développement du bourgeon floral, floraison, développement des siliques, développement
des graines, sénescence des feuilles, sénescence de la tige et sénescence des siliques.
On distingue deux types de colza : le colza d’hiver et le colza de printemps (ou canola),
qui different de par leur cycle de développement pouvant atteindre 310 jours pour le colza

d’hiver, contre 150 jours pour le colza de printemps.
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En France, le colza d’hiver est généralement semé fin aolt — début septembre. Le
temps séparant le semis de la levée (environ 150 €.J?%) varie en fonction de la
température du sol, de son taux d’humidité et de la position de la graine dans le sol. A la
levée, le colza développe deux cotylédons puis la plante produit un pivot et une vingtaine
de feuilles de rosette, nécessaires pour résister aux faibles températures de I'hiver. Le
zéro végetatif du colza étant de 4T, la croissance est progressivement ralentie en fin
d’automne et stoppée durant la période hivernale. Le froid est cependant nécessaire a
l'initiation florale du colza d’hiver (vernalisation). Généralement, une température inférieure
a 10T durant une quarantaine de jours est requise. Cependant, la durée de vernalisation
est d’autant plus courte que la température est basse, 'héméropériode longue et les
plantes agées (Leterme, 1988). L’initiation florale a lieu dés le début du mois de novembre
(pour un semis précoce) jusqu'a mi-décembre (pour un semis tardif). A la fin de I'hiver,
lorsque la température journaliére dépasse régulierement 5C, la croissance reprend. La
date de reprise de végétation dépend cependant plus de celle du semis que de la
température (Tittonel et al., 1988). La croissance printaniére se caractérise par une forte
production foliaire, les feuilles étant les sites majeurs de photosynthése jusqu’a la
floraison. Parallelement, la tige s’allonge (montaison) et se ramifie. La floraison a lieu a
une date relativement «fixe» car elle est fortement liée au photopériodisme. La floraison
est favorisée par les jours longs mais elle est également influencée par la précocité des
cultivars. La floraison s’échelonne sur 4 a 6 semaines (généralement avril, mai en France)
et commence par l'inflorescence principale suivie des ramifications ; les fleurs s’ouvrant
toujours de maniere basifuge (Figure 5), c’est-a-dire de la base de linflorescence vers son
extrémité. Parallelement a la floraison, le développement des premieres siliques a lieu
également de maniere basifuge. Les siliques puis les graines se forment progressivement.
A la maturité, les tiges et les siliques de la plante sont sénescentes et le moindre choc
peut provoquer la déhiscence des siliques, et donc la libération des graines. La récolte a

lieu lorsque le taux d’humidité des graines est inférieur a 15%.

Sa culture nécessite des quantités importantes d’intrants minéraux, en particulier N,
P, K et S. Sa capacité d’absorption du nitrate du sol particulierement élevée fait du colza
une plante «pompe a nitrate». L’azote absorbé durant 'automne limite les pertes de nitrate
par lessivage et le maintien des repousses en été permet de mobiliser 'azote minéral du
sol, en réduisant le lessivage hivernal avant la culture de céréales traditionnellement

effectuée ensuite.
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Généralement cultivé dans les rotations céréaliéres, le colza d’hiver permet
d’augmenter le rendement en céréales (de 7 a 30% pour un blé apres colza, par rapport
au blé en monoculture ; source : CETIOM 2007) et joue un réle épurateur de I'excédent
nitrique du sol en automne. Cette espece est qualifiée de nitrophile de par sa forte
capacité d’absorption du nitrate. Cependant, une fois absorbé, une proportion relativement
faible de cet azote est utilisée pour I'élaboration des tissus récoltés. Cette observation

reflete une faible efficience d’utilisation de I'azote (EUA).

A.5 La fertilisation azotée et soufrée du colza

L'Indice de Récolte en azote (IRN) ou NHI (Nitrogen Harvest Index) représente la
part de N dans les graines par rapport au N présent dans I'ensemble des parties
aériennes a la récolte. Malgré une capacité d’absorption du nitrate particulierement
élevée, le colza posséde un IRN généralement inférieur a 50%, alors que chez les
céréales, celui-ci peut dépasser 80%. En conséquence, le colza requiert une fertilisation
importante. Pour une production de graines de 10 quintaux ha*, cela nécessite 50 & 70 kg
N ha?, contre 30 kg N. ha chez le blé. Compte tenu du rendement grainier annuel moyen
du colza (environ 30 gx. ha?), une fertilisation azotée de 150 & 210 kg N. ha™ est
généralement nécessaire (Rathke et al., 2006). Le colza a aussi des besoins importants
en N en fin d’hiver et au printemps, c’est a dire lors de la période de reprise de végétation
(Figure 6), alors que la disponibilité en N du sol est assez faible (Dejoux, 1999). Lors du
développement des tissus reproducteurs, I'absorption d'azote est généralement plus
restreinte (Figure 6, Rossato et al., 2001, Malagoli et al., 2005a). Pour satisfaire les
besoins de la plante et obtenir un fort indice foliaire a la floraison, il est alors recommandé
d’apporter une quantité importante d’engrais des la reprise de végétation. La dose a
utiliser dépend donc du reliquat en sortie hiver. Si la dose dépasse 100 kg N. ha™, il est
conseillé de réaliser deux apports, voire trois si la dose est au-dela de170 kg N. ha™ (le
premier apport ayant toujours lieu a la reprise de végétation (CETIOM 2007).

Des excés de fertilisation azotée ne sont pas sans conséquence pour
'environnement. lIs conduisent non seulement a une accumulation de N minéral dans le
sol (Sherpherd et Sylvester Bradley, 1996), mais aussi a une teneur en N élevée des
résidus de récolte susceptibles de se minéraliser pendant l'interculture. En effet, la
guantité de N issue de la minéralisation du N organique contenu dans les feuilles mortes
tombées au sol au cours de la période automno-hivernale peut atteindre 190 kg N. ha™

(Dejoux 1999). Ainsi en contre partie de ses avantages de «piége a nitrate» a I'automne,
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Engrais

Sulfate d'ammoniaque

Sulfonitrate d'ammoniaque

Ammonitrate soufré

Solution azotée

Superphosphate de chaux

Superphosphate de chaux

Sulfate de potassium

Kiesérite granulé
(sulfate de magnésium)

Tableau | ; Les 8 principaux engrais soufrés utilisés en France (CETIOM).

(@ Proportion variable selon les distributeurs.

Concentration
de SO, (1)

60%
32,5%
13%

11 kg/100 L
30%
20%
45%

50%

Apport minimal pour

75 unités de SO 5 hat

en kg
125

230

580

860

250

375

170

150

en litre

680

Elément associé au
soufre % (1)

21% N

26% N

26% N

20,6% N

18% P205

25% P205

50% K20

25% MgO
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c’est-a-dire pendant la période ou les pertes de nitrate par lessivage sont les plus
importantes, le colza présente une mauvaise Efficience d'Utilisation de l'azote (EUA).
Cette derniere peut générer une source de pollution nitrique a 'automne suivant sa récolte
mais peut également étre profitable a la culture suivante (ex : blé aprés colza).

L’indice de récolte en S (IRS ou pourcentage de S dans les graines par rapport au
S présent dans I'ensemble des parties aériennes) est également tres faible puisqu’il est
égal a seulement 20% en fin de cycle (McGrath et Zhao, 1996). Les besoins en S du colza
sont par ailleurs largement supérieurs a la plupart des autres especes de grande culture
(Abrol et Ahmad, 2003).

Le S entrant principalement dans la composition des acides aminés et des
protéines, son absorption et son assimilation sont fortement conditionnées par le statut N
de la plante et vice versa (Kopriva et al., 2000). Un apport de N stimule le prélevement de
S, augmente la croissance (Zhao et al., 1993 ; Kast et al., 1995), mais, a contrario, accroit
I'effet d’'une carence en S si sa disponibilité est trop faible (Dubousset 2009).

La teneur en S des parties aériennes des plantes differe d'une espéce a l'autre,
variant de 0,25 % a 0,80 % de la matiere seche (MS) respectivement dans les feuilles de
trefle et de colza. Le ratio S/N des teneurs en S et N varie de 1/20 (trefle) a environ 1/7
(colza), ce qui révéle chez ces deux especes cultivées des besoins en S différents.
Janzen et Bettany (1984) ont proposé un ratio N assimilable / S assimilable de 7 comme
étant une valeur optimale chez le colza pour une utilisation efficace du N et du S (avec
une incorporation maximale dans les graines). Aussi, difféerents modes de fertilisation
soufrée sont possibles (Tableau 1) selon la nature du sol. Le sulfate de magnésium
apporté sous forme de granulés de kiesérite est particulierement adapté aux sols pauvres
en magnésie. Cependant, I'apport de S est généralement associé a un apport de N
(Tableau ) et doit étre réalisé au printemps. Le sulfate d’'ammoniaque ne doit pas étre
épandu sur végétation humide ou gelée. Les apports de S sous forme de sulfonitrate
d’ammoniac, d’ammonitrate soufré ou d’autres solutions N/S (Tableau I) sont bien adaptés
au deuxiéme apport de N. Le CETIOM recommande un apport d’environ 30 kg S.ha*
guelles que soient les conditions de culture ou le statut S du sol, ce qui ressemble plus a

une fertilisation de sécurité qu'a un apport raisonne.
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B. Acquisition et métabolisme du soufre chez les vé gétaux supérieurs

B.1 L’'importance du soufre dans la biomasse

bY

Le soufre (S) est un élément essentiel a la nutrition des végétaux, et il est
quantitivement le quatrieme élément minéral le plus important apres l'azote (N), le
phosphore (P) et le potassium (K) (Figure 7). Il entre dans la synthése des protéines (role
important dans la stabilité de la structure tertiaire assurée notamment par des ponts
disulfures apres oxydation des groupements SH), des acides aminés soufrés (cystéine et
méthonine), de peptides (glutathion, phytochélatines), du co-enzyme A, des vitamines, ou
encore de composés secondaires soufrés divers tels que les glucosinolates ou les
phytoalexines. Au sein des écosystemes, la teneur moyenne en S total du sol se situe
entre 0.02 et 0.2% en grande majorité sous forme organique (Friend, 1973). Il est préleve
par les plantes essentiellement sous forme de sulfates. Or ces derniers, comme les
nitrates, sont des anions trés mobiles, et les pertes par lessivage peuvent atteindre 80 kg
S ha*an™ (Studer, 1987). L’exportation moyenne de soufre par les végétaux cultivés est
en outre denviron 50 Kg ha® (Stewart et Bettany, 1982). L'apport de soufre par
fertilisation apparait donc nécessaire pour les cultures a large échelle telles que le blé ou

encore le colza.

B.2 L'état et la dynamique du soufre dans le sol

Il est présent dans les sols sous forme organique ou minérale. Dans les sols arables,
les formes organiques représentent environ 95% du soufre présent dans les sols (Scherer,
2001) des régions tempérées et humides.

Le soufre organigue du sol est généralement présent sous 3 formes potentielles : le
S élémentaire « HI-réductible » (principalement des esters sulfates), les acides aminés
soufrés et le S résiduel lié au carbone (principalement des sulfonates et du S
hétérocyclique) (Kertesz et Mirleau, 2004). Ce S organique n’est disponible pour les
racines des plantes que par lintermédiaire d’enzymes hydrolytiques : les sulfatases
(Scherer, 2001). Ces sulfatases sont principalement microbiennes et la mieux caractérisée
est l'aryl-sulfatase qui hydrolyse les esters de sulfate en sulfate (Vong et al., 2007). Les
composes exsudes par certaines plantes (dont le colza) stimulent cependant I'activité aryl-
sulfatase microbienne et peuvent orienter la composition des communautés bactériennes

telluriques (Dedourge et al., 2004).
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(8O,%) dans la cellule végétale. Les voies d'assimilation réductrice et non réductrice sont
respectivement représentées en vert et en bleu. Les enzymes sont indiquées en italique dans la
couleur correspondante. Les molécules produites sont présentées en rouge. Par ordre alphabétique,
les molécules impliquées dans I'assimilation du SO,% sont : Acétyl CoA : Acétyl Co-enzyme A, APR :
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lyase, PAPS : 3'-phospho-5-adénylylsulfate, S?- : sulfide, SAT : S-acétyl-transférase, SO,? : sulfite,
SR : sulfite réductase (d'aprés Leustek & Saito 1999 ; De Kok et al. 2005).
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Dans la plupart des terres agricoles, le soufre minéral représente une part inférieure
a5 % du S présent dans le sol. Il est également présent essentiellement sous trois formes
dans ce compartiment : le sulfate (SO4%) de la solution du sol, le sulfate adsorbé sur le
complexe argilo-humique du sol et le soufre solide. Sous sa forme solide, c'est-a-dire
essentiellement sous forme de sulfate de calcium (CaS0O,) dans les roches sédimentaires,
il est tres peu accessible pour la croissance des organismes. Le sulfate présent dans la
solution du sol est en équilibre avec les formes adsorbées ; une augmentation de la teneur
en sulfate de la solution du sol engendre une augmentation de sulfate adsorbé (Scherer,
2001). Le sulfate adsorbé est tres peu disponible pour la plante car il est retenu par des
minéraux insolubles a forte charge positive, notamment des hydroxydes d’aluminium et de
fer, mais peut étre désorbé en présence de phosphate (Scherer, 2001). Cette adsorption
est également fortement dépendante du pH. Elle est forte a pH acide et devient
négligeable pour un pH supérieur a 6.5 (Curtin et Syers, 1990 ; Hu et al., 2005). Le S peut
étre accumulé sous forme de meétaux soufrés tel que la pyrite ou sous forme précipitée
avec le CaSO, dans les sols calcaires. Niknahad-Gharmakher (2009) ont montré que
guand le S élémentaire est mélangé au sol, il peut alors étre oxydé en sulfate par les

microorganismes par une série de réactions enzymatiques.

B.3 Mécanismes d’absorption et de transport du souf re

Dans le sol, les racines absorbent le soufre sous forme de sulfate (SO,*) qui
constitue la voie majeure d’acquisition du S. Les plantes sont également capables
d’absorber passivement le dioxyde de soufre (SO,) et le diméthylsulfure (CH3SCH5)
atmosphérigues par voie foliaire, mais cette fraction ne contribue que tres peu a la
nutrition soufrée, méme si elle n'est quantitativement pas négligeable dans les régions
industrielles fortement polluées (Leustek et Saito 1999).

L'absorption du sulfate correspond a un flux net, bilan de deux flux unidirectionnels
opposés a travers la membrane plasmique des cellules racinaires : linflux et I'efflux
(Cram, 1983 ; Bell et al., 1995). L'influx se fait contre un gradient électrochimique grace a
un transport de type symport (1 SO, / 3 H") et nécessite un gradient de protons
maintenus par une pompe H'/ATPasique (Figure 8A) (Clarkson et al., 1989 ; Leustek et
Saito, 1999). Un certain nombre de transporteurs a forte affinité ou a faible affinité a été
mis en évidence chez les plantes supérieures (Leustek et Saito, 1999).

Les transporteurs de sulfate possedent 12 domaines transmembranaires et sont

codés par une méme famille de genes (Smith et al., 1997 ; Hawkesford, 2003). Les
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sulfate
Racinaire et i inai .
Groupe 1 haute (Km = 1,5-10 Absorpuon racinaire d.u sglfate (Sultr1;1 et
1 foliaire M) Sultrl;2) et sa redistribution des organes
(minoritaire) H source vers les organes puits (Sultrl;3)
. Chargement/déchargement du xyléme
moins haute que pour . . )
Groupe o . dans les racines et les feuilles (Sultr2;1)
Racinaire et foliaire | le groupe 1(Km~0,41 . N
2 mM) et chargement puis transport par le phloéme
dans les racines et feuilles (Sultr2;2)
Groupe . . .
3 Foliaire inconnue inconnu
Groupe . - . Réle inconnu au niveau du chloroplaste et
Racinaire et foliaire inconnue .
4 efflux du sulfate stocké dans la vacuole
Groupe inconnue inconnue inconnue
5
Tableau Il : Les 5 groupes de transporteurs de sulfate mis en évidence chez Arabidopsis thaliana

(Buchner et al., 2004 ; Yoshimoto et al., 2002 ; Abrol & Ahmad, 2003).
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relations phylogéniques entre les séquences protéique de ces systemes de transport, leur
fonction et distribution (Tableau Il) ont permis de les classer en cinq groupes (Buchner et
al., 2004a ; Hawkesford et De Kok, 2006). Des représentants de chacun de ces groupes
ont été caractérisés dans les plantes supérieures et en particulier chez Arabidopsis
thaliana (Buchner et al., 2004b) et Stylosanthes hamata (Smith et al., 1997). Les
transporteurs des groupes 1, 2 et 3 sont localisés dans la membrane plasmique, tandis
gue les transporteurs des groupes 4 et 5 sont localisés dans la membrane tonoplastique.
Les transporteurs du groupe 1 sont impliqués dans le prélevement du sulfate de la solution
du sol. lls ont une forte affinité pour le sulfate et sont principalement exprimés dans les
racines (Leustek et Saito, 1999 ; Takahashi et al., 2000 ; Buchner et al., 2004a). Lorsque
le milieu s’appauvrit en sulfate, la synthese de ces transporteurs est fortement stimulée
(Hawkesford et al., 1993). Leur expression est donc usuellement réprimée in planta en
condition non limitantes en S. Certains groupes de genes de transport du sulfate seraient
exprimés dans les racines, les parties aériennes ou dans les deux types de tissus.
Toutefois, le réle fonctionnel de certains des groupes 3 a 5 reste a confirmer. Les résultats
les plus récents sur chaque groupe fonctionnel sont rapportés ci-apres :

Les transporteurs a haute affinité (K, avoisinant les 10 uM) (Smith et al., 1995, 1997)
jouent un réle dans I'absorption du sulfate du sol. Les transporteurs de sulfate AtSultrl;l
et AtSultrl;2 appartenant au groupe 1 sont les mieux caractérisés : lls sont exprimés
majoritairement dans les poils absorbants, les cellules épidermiques et les cellules
corticales de racines (Takahashi et al., 2000 ; Vidmar et al., 2000 ; Yoshimoto et al., 2002,
2007 ; El Kassis et al.,, 2007). Les transporteurs AtSULTR1;3 seraient quand a eux

impliqués dans le chargement phloémique du sulfate (Yoshimoto et al., 2003).

Deux genes appartenant au groupe 2 (AtSultr2;1 et AtSultr2;2) codent des
transporteurs de plus faible affinité (K., supérieur a 100 uM) qui sont localisés dans les
cellules des vaisseaux conducteurs (Figure 9B) de la seve xylémique (pour AtSULTR2;2)
et phloémique (pour AtSultr2;2) des racines. Le sulfate absorbé est ensuite soit stockée
dans les vacuoles des racines (Figure 9B), soit transporté via les vaisseaux conducteurs
du xyleme vers les feuilles ou il est alors assimilé et/ou stocké dans les vacuoles (Figure
9C, Tableau Il). Ces deux transporteurs interviendraient plus spécifiguement dans le
transport a longue distance au cours de la translocation du sulfate des organes source aux

organes puits (Takahashi et al., 2000).
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Figure 9 : (A et B) : Localisation tonoplastique de SULTR4;1 au sein de cellules épidermiques de
'apex racinaire d'Arabidopsis thaliana, observée en microscopie confocale par Kataoka et al.,
(2004). Cette protéine est révélée par fluorescence verte de la protéine de fusion SULTR4;1- GFP.
La fluorescence rouge est obtenue par révélation des parois cellulaires a 'iodure de propidium.

C : modéle hypothétique des réles des transporteurs de sulfate vacuolaire du groupe 4 chez les
plantes vasculaires, d’aprés Kataoka et al. (2004).

Le sulfate dans la vacuole peut étre libéré par SULTR4;1 et SULTR4;2 et peut ensuite entrer dans
le flux de xyleme. L'accumulation de sulfate dans les racines du double mutant knock-out
SULTR4;1 et SULTR4;2 suggére une contribution significative de cette fonction assurée par les
transporteurs SULTR4 dans la libération du sulfate de la vacuole vers le cytoplasme. Ce
mécanisme, qui peut réguler la libération et la capture du sulfate via le tonoplaste dans les cellules
du parenchyme xylémien, est obtenu par modulation de I'expression de transporteurs SULTR4 en
réponse au niveau de disponibilité en sulfate. L'efflux actif de sulfate de la vacuole contribue a
maintenir le flux de la voie symplastique, particulierement dans les conditions limitantes en S. En
revanche, l'approvisionnement excessif de sulfate sera tamponné par un influx dépendant du
potentiel hydrique vers la vacuole avant d'étre chargé dans les vaisseaux du xyleme.
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Les roles des transporteurs du groupe 3 n’ont pas encore été totalement élucidés.
Chez Arabidopsis, AtSultr3 ;1, AtSultr3 ;2 et AtSultr3 ;3 sont tous localisés au niveau
foliaire (Takahashi et al., 2000 ; Hawkesford et al ., 2003), tandis que chez Brassica
oleracea BoSULTR3 ;2 est exclusivement exprimé au niveau racinaire et BOSULTR3 ;3
est retrouvé aux niveaux foliaires, caulinaires et racinaires (Buchner et al., 2004b ;
Tableau IlI). En outre BoSultr.3;4 et BoSultr.3 ;5 sont respectivement exprimés chez
Brassica oleracea aux niveaux caulinaire et racinaire (Buchner et al., 2004a).

L’identification des transporteurs impliqués dans le recyclage du sulfate vacuolaire a
été effectuée par Kataoka et al. (2004). Ces transporteurs appartiennent au groupe 4
(AtSultr4;1 et AtSultr4;2 ) et sont localisés au niveau du tonoplaste des cellules du
péricycle, du parenchyme xylémique des racines (Figure 9A et B) et des cotylédons. lls
sont responsables de l'efflux de sulfate de la vacuole vers le cytoplasme (Figure 9C).

Le groupe 5 de transporteurs de sulfate correspond au groupe dont les séquences
nucléotidiqgues different des autres transporteurs identifiés. Chez Brassica napus
BnSULTR 5;1 est présent au niveau tonoplastigue dans les racines, les tiges et les
feuilles. Bien que la fonction cellulaire des transporteurs du groupe 5 soit a ce jour
inconnue, leur intervention dans linflux de sulfate vacuolaire est fortement suspectée
(Hawkesford et al., 2003 ; Parmar et al., 2007). Cette hypothese n’exclut pas que cette
famille de transporteurs puisse étre impliguée dans le transport d’autres éléments. Par
exemple, chez Arabidopsis, Atsultr5;2 serait impliqué dans le transport a haute affinité du
molybdene et, de ce fait, a été renommé MOTI pour MOlybden Transporter 1 (Tomastu et
al., 2007 ; Baxter et al., 2008).

B.4 Assimilation du sulfate

L’assimilation du sulfate peut se faire selon deux voies (Figure 8C): la voie
d’assimilation réductrice plastidiale, qui semble majoritaire, et la voie d’assimilation non
réductrice cytosolique (Leusteck et Saito, 1999 ; Kopriva et Koprivova, 2004 ; Saito, 2004).

B.4.1 Voie réductrice

Cette reduction est fortement dépendante de l'intensité lumineuse et les enzymes
catalysant cette réaction sont principalement localisées dans les chloroplastes. Les
électrons sont fournis par la ferrédoxine réduite. Contrairement au nitrate, le sulfate est un
composeé inerte qui doit étre activé avant d’étre réduit et métabolisé (Figure 8C) (Saito,
2004). Cette réduction est catalysée par une ATP sulfurylase (ATPS) dans les plastes ou
dans le cytosol (Leustek et Saito, 1999). Elle active le sulfate en le convertissant en
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adenosine-5-phophosulfate (APS) grace a [I'hydrolyse d'une molécule d’ATP en
pyrophosphate, lui-méme hydrolysé en Pi dont I'énergie libérée entraine la formation
d’APS (Leustek et Saito, 1999 ; Scherer, 2001). Le sulfate actif présent sur 'APS est
ensuite transféré sur le groupement thiol du glutathion (GSH) via I'APS sulfotransférase
(ou APS reductase). Puis, en présence d’'un exces de glutathion, il y a libération de sulfite
libre (SO3 ?). Le sulfite peut étre directement utilisé comme source de S pour I'UDP-
sulfoquinovose qui est le précurseur des sulfolipides (Rausch et Wachter, 2005). La
réduction du SO3 ¢ en ion sulfure (S%) est catalysée par le sulfite réductase en présence
de 6 ferrédoxines. Cette voie est essentiellement chloroplastique. L’existence d’'une
deuxieme voie de réduction appelée « carrier bound pathway » dans laquelle le sulfite
n'est pas libre mais lié au groupement thiol d'un transporteur est toujours discutée
(Leustek et saito, 1999). Le sulfite est alors réduit en S lié par le thiosulfate réductase en
présence de 6 ferrédoxines. Le premier composé organique soufré synthétisé est la
cystéine. Cet acide aminé sera a l'origine de tous les composés organiques soufrés
(Rausch et Wachter, 2005) et pourra étre synthétisé dans les plastes, le cytoplasme ou
encore les mitochondries (Figure 8C) (Saito, 2004). Sa synthese implique 2 enzymes : la
serine acétyl-transferase (SAT) qui forme I'Oacétyl- L-sérine (OAS) a partir de la sérine et
de l'acétylCoA et I'O-acetylserine(thiol)lyase (OAS-TL) qui catalyse la synthése de la
cystéine, a partir de 'OAS et de l'ion sulfure. Ces deux enzymes peuvent agir de fagon
isolée ou sous forme de complexe appelé cystéine synthase, localisé a la fois dans les
plastes, le cytosol et les mitochondries (Leustek et al., 2000 ; Saito, 2004). L’ion sulfure
libre peut donc étre exporté hors du chloroplaste pour servir de substrat aux enzymes du
cytosol et des mitochondries. La forme cytosolique permettrait de fournir de la cystéine
pour alimenter les mécanismes de détoxification (Leustek et Saito, 1999). Le deuxiéme
acide aminé soufré, la méthionine est issu de la cystéine a travers ’homocystéine (Figure
8C) (Saito, 2004). La cystéine est également le précurseur de plusieurs autres composeés
organiques soufrés en particulier le glutathion, tripeptide composé de glycine, glutamate et
cystéine. Puis les protéines, sulfolipides et composés soufrés secondaires sont
synthétisés par des réactions qui ne sont pas spécifiques au regne végétal (Leustek et
Saito, 1999 ; Saito, 2000, 2004 ; Droux, 2004 ; Hesse et al., 2004). La cystéine constitue
donc le point d’entrée du soufre réduit (-SH) dans toutes les molécules organiques,

comme le glutamate I'est pour I'azote réduit.
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Figure 10 : Représentation schématique des interactions et régulations entre I'assimilation de
I'azote et celle du soufre chez les plantes supérieures en conditions de carence en soufre (SO,%)
(d'aprés Smith et al. 1997 ; Kopriva & Rennenberg 2004).
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B.4.2 Voie non réductrice

Dans le cytosol, la fixation d’'un groupement phosphate en position 3’ de I'APS sous
'action de I'APS kinase permet la formation du 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate
(PAPS) (De Kok et al., 2005 ; Rausch et Wachter, 2005). Le PAPS constitue une source
de sulfate activé pour les sulfotransférases qui catalysent la sulfatation d’'un certain
nombre de composés a lorigine de flavonoides, de sulfolipides ou encore de
glucosinolates (Leustek et Saito, 1999 ; Saito, 2004).

C. Interaction entre la nutrition azotée et soufrée

L’assimilation de I'N est fortement régulée par la disponibilité en S du milieu. Cette
régulation intervient plus particulierement au niveau des premieres étapes de I'assimilation
de l'azote telles que l'absorption et la réduction du nitrate (Figure 10) (Koprivova et al.,
2000 ; Prosser et al., 2001 ; Kopriva et Rennenberg ; 2004). Cette régulation s’explique
par I'importance des acides aminés soufrés dans le fonctionnement des enzymes. La
diminution de Il'absorption du nitrate a été observée chez I'épinard privé en sulfate
(Prosser et al., 2001). Chez cette espece, les teneurs en glutamine, arginine, asparagine,
lysine et thréonine augmentent dans les jeunes feuilles et ont tendance a diminuer dans
les racines (Prosser et al., 2001). Une rétro-inhibition de I'absorption du nitrate par ces
acides aminés permettrait ainsi de co-réguler les deux métabolismes (Prosser et al.,
2001). L’accumulation tres rapide de glutamine et d’asparagine a également été observée
dans les racines d'orge, avant la diminution de la croissance ou de la synthese de
protéines (Karmoker et al., 1991; Deboer et Duke, 1982). Dans les cellules de tabac
privées en sulfate, l'activité de la nitrate réductase baisse fortement (Reuveny et al.,
1980). La transcription de la nitrate réductase est réduite dans les jeunes feuilles d’épinard
lors de la privation en sulfate (Prosser et al., 2001). L’O-acétyl sérine (OAS) (Figure 11)
est un composé azoté a l'origine d’'un grand nombre de composés soufrés organiques et
plusieurs études montrent que cette molécule joue un réle clef dans la co-régulation des
meétabolismes N et S (Hopkins et al., 2005). Ainsi, la teneur en OAS augmente en cas de
privation en S dans les racines de pomme de terre (Hopkins et al., 2005), dans les cellules
d’Arabidopsis thaliana (Wirtz et al., 2004), et dans les racines et les parties aériennes du
colza (Buchner et al., 2004). De plus, une étude sur les siliques d’A. thaliana a montré que
la teneur en OAS augmente lorsque le ratio azote/soufre dans la plante augmente (Kim et
al., 1999). Une application racinaire d’'OAS provoque par ailleurs l'induction de la synthése

du transporteur a forte affinité HvSultrl chez I'orge (Smith et al., 1997) et la stimulation de
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Figure 11: Circuit de régulation impliquant le complexe protéique de la Sérine acétyltransférase
(sphéres) et OAS(thiol)-lyase (carrés). Les concentrations en OAS(thiol)-lyase sont supérieures a
celles de la Sérine acétyltransférase. Les OAS(thiol)-lyases liées sont positivement modulées par
l'activité de la Sérine acétyltransférase présente dans le complexe protéique. La forme libre de
'OAS(thiol)-lyase catalyse la formation de la cysteine (Cys) par une répression de I'activité de la
Sérine acétyltransférase. La déficience en soufre induit une augmentation de 'OAS ayant pour
conséquence la dissociation du complexe protéique. La forme libre de la sérine acétyltransférase a
une activité limitée. Par ailleurs, I'offre importante du soufre accumulé sous forme de sulfure (S,)
favorise la formation du complexe enzymatique. (Saito, 2004).
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Figure 12;: Schéma présentant la régulation positive et négative lors de I'assimilation du soufre.
L'OAS agit en tant que facteur d'induction a effet positif. Le développement des plantes, les
rythmes circadiens, et les hormones influencent le métabolisme du soufre de maniére positive ou
négative. La Cys et le GSH sont des régulateurs négatifs spécifiques de certaines étapes du
métabolisme soufré. Les fleches indiquent un effet positif, et les barres indiquent un effet négatif.
(Saito, 2004).
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I'expression de nombreux génes impliqués dans I'assimilation du soufre chez A. thaliana.
Le réle de 'OAS en tant que régulateur de I'assimilation du soufre en relation avec le
meétabolisme azoté n'a cependant pas été confirmé chez la pomme de terre. Hopkins et
al., (2005) ont montré chez cette plante que les variations de la concentration interne en
OAS sont trop faibles pour induire la synthese des transporteurs du sulfate. Saito (2004)
suggere que la transcription des transporteurs et de 'APS réductase est régulée par le S

via les pools en cystéine, glutathion et OAS (Figurel2).
D. Etat des lieux sur I'occurrence de carences en S

D.1.Les origines des carences en S

La carence en soufre est la conséquence de I'association de quatre phénomenes :

() la diminution des retombées atmosphériques soufrées liées au contrble et a la forte
réduction des émissions atmosphériques,

(ii) 'exportation croissante de biomasse soufrée issue de l'intensification de la production
agricole, non compensée par une fertilisation.

(i) 'appauvrissement des engrais en S,

(iv) la lixiviation du S des sols (Ceccotti et Messick, 1997 ; Scherer, 2001).

Ces déficits en S ont été rapportés en Afrique, Amérique, Asie et Europe de I'Ouest
au niveau d'un grand nombre d’agrosystemes (Figure 13) (Ceccotti, 1996a ; Ceccotti et
Messick, 1997 ; McNeill et al., 2005 ; Morris, 2007). Dans les pays développés,
lintensification des systéemes culturaux, liée a une nécessité d’augmentation des
rendements, s’est faite d'une part grace a l'utilisation de fertilisants riches en N, P, K et
pauvres voire dépourvus en S (Murphy et Boggan 1988) et, d’autre part, par I'utilisation de
variétés a haut rendement. Cette intensification a augmenté les exportations soufrées non
compenseées par I'apport d’engrais soufrés lors des récoltes (Ceccotti et Messick, 1997) et
par conséquent a entrainé des préléevements accrus du soufre des sols (Ceccotti et
Messick, 1997). Par exemple, en Irlande, une prairie de Ray-Grass a un rendement
annuel de 10 t. ha™* de matiére séche. Lorsqu’elle est stimulée par une fertilisation azotée,
cela peut conduire & une récolte induisant une exportation de 30 kg de S. ha™ (Murphy et
Boggan 1988). Entre 1985 et 2000, la consommation mondiale d’engrais azotés seuls est
montée de 73 a 87 millions de tonnes alors que celle du S est restée quasiment constante,
aux environs de 10 millions de tonnes par an, principalement réservés aux grandes

cultures (Pasricha et Abrol, 2001). Ceci a progressivement conduit a partir de 1980 a une
16



S-America

Figure 13: Estimation des déficits en soufre pour 2010 dans le monde, OZone d Zone d’apparition
actuel de déficiences en soufre) ; ( 7 ; Déficit < 1 Mt S/an; £ : Déficit>1 MtS/an; (D :
Déficit > 5Mt S/an). (d’aprés Ceccotti, 1996; Ceccotti et Messick, 1997; Mc neill et al ., 2005;
Morris., 2007).

Figure 14 : (A) Décoloration caractéristique des feuilles de colza soumis a une carence en soufre
(d’aprés Merrien et al. 1989). (B) Les fleurs de colza se décolorent puis avortent et donnent des
siliques vides (C).
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modification du rapport N/S des fertilisants en faveur de I'N. Ces différents facteurs ont
entrainé une baisse des teneurs en S des sols et ont provoqué des besoins accrus en
fertilisants soufrés dans les cultures exigeantes comme celle du Colza (Fismes et al.,
2000) (Figure 13). Or, l'intensification de la production agricole associée a une diminution
des émissions de dioxyde de soufre entraine des baisses de rendement et des
diminutions de la qualité des récoltes (Ceccotti, 1996b, Scherer, 2001 ; Murphy et al.,
2002).

D.2. Impacts des carences en soufre a I'échelle des cultures

Durant ces 20 derniéres années, plusieurs grandes cultures comme celles du colza
et des céréales, ont développé des symptémes d’'une carence en S (Figure 14A) avec
pour conséquence une réduction de leur rendement en graines (McGrath et Zhao 1996 ;
McGrath et al., 1996 ; Schnug et al., 2004) mais aussi une baisse de leurs qualités. En cas
de carence soufrée, le rendement en graines du colza, la qualité de leur huile ainsi que la
concentration en glucosinolate sont réduits (Fismes et al., 2000 ; De Pascale et al., 2007).
La formation d'acides gras indésirables dans les huiles, tels que I'acide palmitique qui est
hyper cholestéromique et l'acide érucique qui n'a aucune valeur nutritive, est favorisée
(Ahmad et Abdin 2000b). Bien que les exigences en S des cultures céréalieres soient
moins importantes que celles du colza (Figure 15 ; Abrol et Ahmad, 2003), une importante
baisse de qualité de la récolte, accompagnant celle du rendement, est également
constatée en conditions de carence en S (Zhao et al., 1999a). La qualité nutritionnelle du
blé et la qualité boulangere des farines diminuent, par réduction du nombre de ponts
disulfures essentiels dans le maintien de la fonctionnalité du gluten (Tabe et al., 2002). La
proportion des protéines polymeériques riches en S et le gel protéique étant réduits, le
gonflement, I'extensibilité et I'élasticité de la pate sont affectés (Zhao et al., 1999b ; Wieser
et al., 2004 ; Granvogl et al., 2007). Qualitativement, les répercussions de la nutrition
soufrée sur la betterave a sucre sont plus indirectes que chez les autres. En effet, le
produit de récolte de la betterave a sucre, le saccharose, ne contient pas de composés
soufrés. Cependant une carence en S peut affecter le taux de substrats assimilés et par
conséquent le stockage de sucre dans les racines. De plus, une carence en S peut altérer
le ratio Ntotal : Stotal (Hoffmann et al., 2003) et provoquer le stockage d'acides aminés
libres au niveau des racines. La qualité de la betterave a sucre décroit alors, ces
composants azotés étant dimportantes impuretés affectant le rendement en sucre

extractible.
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D.3 Effets physiologiques d’une carence en soufre

D.3.1 Sur la photosynthése

Les deux stratégies adoptées lors d’'une carence en soufre sont la stimulation des
systemes d’absorption et le contréle des flux de soufre dans I'assimilation réductrice
(Marayuma-Nakashita et al., 2003). Le soufre est un élément tres présent dans le
chloroplaste et il entre dans la composition de la ferredoxine, la thioredoxine, la sulfate
réductase, la nitrite réductase et de certaines protéines de la chaine de transfert des
électrons localisée dans la membrane des thylakoides. Celle-ci est constituée pour 5%
d'un sulfolipide qui lui confére une trés grande fluidité et favorise les réactions
photochimiques de la photosynthése. Cependant, la majeure partie du soufre
chloroplastique est contenue dans la ribulose 1.5 bis phosphate carboxylase/oxygénase
(RuBisCo ; Figure 16) dont la synthese est réduite par une carence en S. La carence en
soufre se manifeste notamment par une chlorose, en engendrant une inhibition de la
photosynthese dans toutes les feuilles, particulierement les plus jeunes accentuée par une
baisse de la teneur en chlorophylles (symptome de chlorose, Figure 17) (Dietz, 1989 ;
Gilbert et al., 1997 ; Ahmed et Abdin, 2000b ; Zhao et al., 2001). L’'intensité de cette
inhibition est principalement due a la dégradation de métabolites soufrés secondaires dont
les sulfolipides (Marayuma-Nakashita et al., 2003 ; Hirai et al., 2003), a la perte du
photosystéeme 1l et a une baisse de la teneur en chlorophylle et en Rubisco. Chez
Arabidopsis thaliana ou Clostridium reinhardtii, la réduction importante de la
photosynthese serait due a la perte du photosysteme Il. En effet, le statut redox et les
teneurs en glutathion (GSH) et en thiorédoxine interviennent dans la lutte contre les stress
oxydatifs et dans le contrdle de la synthése d’'une protéine du photosystéme Il (Giordano
et al., 2000 ; Hirai et al., 2003). Lors de la carence, la perturbation de ce statut entraine la
génération d’especes réactives de I'oxygene responsables de dommages oxydatifs
(Marayuma-Nakashita et al., 2003) et conduit a la destruction du photosysteme Il (May et
al., 1998). Chez le blé, cette baisse de la photosynthese s’accompagne d’une baisse de la
teneur en chlorophylle et surtout d’'une baisse de l'activité de la Rubisco qui correspond a
la dégradation et a la diminution de la synthese de cette enzyme (Gilbert et al., 1997). Les
jeunes feuilles de colza sont atteintes de chlorose et présentent une diminution de l'activité
photosynthétique (Abrol et Ahmad, 2003). Plus tardivement dans le développement, les
feuilles passent au vert pale au jaune pale puis au rouge, pour devenir enfin violettes en
réponse a la production de flavonoides de type anthocyanines.

D.3.2 Sur la synthese des composés carbonés
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En général, la carence en soufre engendre des modifications importantes de I'activité
des enzymes clé des métabolismes de 'azote, du soufre et du carbone. La synthése des
acides aminés dépend de la disponibilité en squelettes carbonés produit lors de la
photosynthese. Afin d'assurer I'équilibre entre la croissance et le développement, la
répartition du carbone entre la synthése des acides aminés et la synthese des sucres est
régulée par un systtme modulant de facon synchrone les activites de la
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEP carboxylase) et de la sucrose phosphate
synthase (SPS) (Foyer et al., 2001). Chez Dunaliella salina, l'activité de I'ATP sulfurylase
est multipliée par 4 tandis que celle de la nitrate réductase est divisée par 4 et celle de la
PEP carboxylase par 11. La synthese d'une isoforme spécifique de cette derniere est
également induite (Giordano et al., 2000). Du plus, 'augmentation de la teneur en
ammonium dans les cellules limitées en soufre est beaucoup plus forte que celle des
acides aminés. Cette accumulation de nitrate et d’ammonium suggere que les cellules
manquent de squelette carbonés pour la synthése des acides aminés. L’inhibition de
I'activité PEP carboxylase aurait pour but d’empécher I'allocation du carbone réduit a la
synthése des acides aminés

Chez Arabidopsis thaliana, [I'expression du gene de [I'UDP-glucose
pyrophosphorylase est inhibée par la carence en soufre tandis que I'expression des genes
de la sous-unité C de la glycéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase, une enzyme de la
glycolyse, et de la fructose biphosphate aldolase, une enzyme de la néoglucogénése, est
induite. Ceci laisse suggérer que la synthése de saccharose est inhibée alors que la
glycolyse est induite pour générer de I'énergie (Hirai et al., 2003).

En conclusion, la carence en sulfate engendrerait une réorientation du métabolisme
du C vers une production d’energie (via l'inhibition de la synthese de saccharose et
d’amidon, l'induction de la glycolyse et de certaines réactions du cycle de Krebs). Selon
Nikiforova et al., (2005), cette réorientation du métabolisme C permettrait a la plante de
survivre et éventuellement de produire des graines. Une accumulation de malate associée
a une baisse des teneurs en SO,* vacuolaire est observée et & méme été proposée
comme indicateur de carence en S (perte de rendement probable pour un ratio
malate/sulfate > 1,5) par Blake-Kalff et al., (2002) chez le colza cultivé au champ, en
réponse a une fertilisation limitée en sulfate. Toutefois cette accumulation de malate n’est
pas une caractéristique retrouvée par les études métaboliques menées plus récemment in
vitro chez Arabidopsis (Nikiforova et al., 2005 et 2006).

D.3.3 Sur I'absorption et transport de I'azote
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La premiére réponse a la privation en soufre chez I'épinard ou l'orge est une
diminution de l'absorption et de la translocation du nitrate (Karmoker et al., 1991 ;
Clarkson et al.,, 1989 ; Prosser et al.,, 2001). Pour les deux especes, la baisse de
'absorption nette du nitrate est suivie ou est concomitante d'une augmentation de la
capacité d’absorption du sulfate tandis que I'absorption du phosphate n’est pas affectée.
Cette baisse de l'absorption nette du nitrate est due a une baisse de linflux et a une
augmentation de I'efflux.

Chez I'orge, I'utilisation de *°N a permis de montrer que le transfert du nitrate et de
lammonium vers les parties aériennes est tres altéré (Clarkson et al., 1989). En effet,
chez cette espéce, la privation en soufre engendre une diminution importante de la
conductance hydraulique des racines, de la conductivité stomatique et de la transpiration
(Karmoker et al., 1991). Ces changements dont la cause n'a pas été trouvee feraient
intervenir l'acide abcissique. lls sont associés a une augmentation de la teneur en
asparagine et en glutamine dans les racines (Clarkson et al., 1989). Il a été proposé que
'accumulation d’amides dans les racines, certainement due a la baisse du flux d’eau,
moteur du transfert xylémique, réprime l'influx de nitrate (Karmoker et al., 1991 ; Clarkson
et al., 1989).

D.3.4 Sur les enzymes d’assimilation de I'azote, la synthese des acides aminés et

des protéines

Chez les especes étudiées, dont I'épinard (Prosser et al., 2001), le tabac (Migge et
al., 2000) ou l'algue Dunaliella salna (Giordano et al., 2000), l'activité de la nitrate
réductase (NR) ne varie pas de la méme facon lors de la carence en soufre. Chez
I'épinard, I'activité de la NR diminue dans les jeunes feuilles parallelement a la baisse de
la teneur en transcrits NR qui est elle-méme proportionnelle a la baisse en ARNm total. La
carence en soufre n'aurait pas d'effet direct spécifique ni au niveau transcriptionel ni au
niveau traductionnel (Prosser et al.,2001). Chez le tabac soumis a une carence prolongée
en soufre, la diminution de la teneur en transcrits NR est beaucoup plus importante que la
diminuation de la teneur en ARNm d’autres enzymes telles que la GS plastidiale ou de la
sous unité B de I'ATP synthase mitochondriale qui diminuent de fagcon proportionnelle & la
teneur en ARNm total. La privation en sulfate aurait un effet inhibiteur sur l'activité NR via
une reépression de la transcription. Cette inhibition pourrait étre engendrée par
'accumulation des produits d’assimilation de I'azote tels que 'ammonium ou les acides
aminés (Migge et al., 2000). L’activité de la NR reste positivement contrélée par la

photosynthese, elle méme fortement inhibée par une carence en soufre, et plus
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spécifiguement a I'échelle transcriptionnelle et post traductionnelle par la disponibilité en
squelettes carbonés .

Chez le colza, une carence en S provoque une inhibition de I'absorption du NOj3™ et
une répression de l'activité de la NR (Kopriva et Rennenberg 2004). En outre, Kopriva et
Rennenberg (2004) suggerent qu’en situation de carence S, les plantes sont capables de
synthétiser des isoformes protéiques pauvres en acides aminés soufrés. Des travaux
meneés chez Arabidopsis thaliana conduits par des approches métabolomiques (Figure 18)
montrent que le métabolisme N est fortement affecté par une carence en sulfate et aboutit
(i) & une accumulation de nitrate, de sérine, de tryptophane et d’OAS et (i) a une
diminution des teneurs en cystéine (Nikiforova et al., 2005). La cystéine, produit final de
I'assimilation réductrice du S résultant de I'incorporation du sulfide (S%) & 'OAS, apparait
comme le point de convergence des métabolismes N et S (Figure 10). La chute de la
teneur en cystéine en réponse a une carence en S aura des répercussions sur les deux
types de métabolismes. De plus, selon Kopriva et Rennenberg (2004), 'OAS agirait
comme un régulateur transcriptionnel intervenant dans le contréle du transport et de
lassimilation du SO4?. Ainsi, en conditions limitantes en S, I'accumulation de 'OAS
exercerait un contréle positif sur la capacité d’absorption du SO,? et I'expression de génes
codant 'APR, 'OAS-TL ou encour la SAT.

Comme pour le soufre, la majorité de I'azote organique des plantes se trouve sous
forme d’acides aminés et de protéines. Lors de la carence en soufre, le contenu en azote
total de la plante diminue. Par exemple, il est divisé par deux dans I'ensemble des feuilles
d’épinards cultivés sur un milieu dépourvu de soufre pendant deux semaines (Prosser et
al., 2001). En effet, la teneur en protéines diminue considérablement notamment dans les
jeunes feuilles. La teneur en acides nucléiques diminue également (Prosser et al., 2001 ;
Dietz, 1989). La majorité des protéines végétales contiennent des acides aminés soufrés.
Lors d’'une carence en soufre, la teneur en cystéine et en méthionine diminue et la plante
ne peut pas assurer le renouvelement du contenu en protéines. La synthése de certaines
protéines va donc étre stimulée au détriment d’autres protéines, telle que la Rubisco, qui
vont etre dégradées.

Suite a la carence en S, I'accumulation tres rapide de glutamine et d’asparagine a été
observée dans les racines d’orge, avant une diminution de la croissance ou de la synthése
de protéines (Karmoker et al., 1991). Chez les especes étudiées, la glutamine et
l'asparagine sont les deux acides aminés dont la teneur augmente le plus lors de la
carence en soufre. Il apparait que les acides aminés accumulés, lors d’une expérience de

carence en soufre sur des cellules de Nicotiana tabacum, sont issus d'une synthese de
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novo (Klapheck et al., 1982). Chez I'épinard, les acides aminés sont répartis en trois
groupes. Un groupe constitué par l'alanine, la méthionine, l'acide glutamique et la
thréonine n’est pas affecté, tandis que la teneur de tous les autre acides aminés
augmente, et particuliéerement le groupe constitué par I'arginine, I'histidine, la leucine et la
lysine. Ces acides aminés, sauf la leucine, portent plusieurs groupements azotés et
pourraient étre synthétisés pour stocker I'azote (Dietz, 1989). L’'oxaloacétate, qui dérive du
cycle des acides tricarboxyliques, est le précurseur de la méthionine et de I'aspartate. La
forte augmentation de la concentration en asparagine pourrait étre en partie expliqguée par
la réorientation du carbone et de I'azote non utilisé pour la synthése de méthionine (Migge
et al., 2000).

D.3.4 sur le métabolisme soufré

Une diminution de la disponibilit¢ en SO,* du sol provoque une baisse des teneurs
en SO,  dans les racines, une augmentation de I'expression des génes codant les
transporteurs de SO,* (notamment du groupe 1, Tableau Il) ainsi qu'une chute des
teneurs en lipides (Figure 19). De plus, chez Arabidopsis thaliana carencé en S, la
production de flavonoides de type anthocyanines augmente et conduit a la couleur
rougel/violette des feuilles (Nikiforova et al., 2003). Parallélement, ces travaux ont mis en
évidence une forte augmentation de I'expression d’'un gene codant un homologue de
l'isoflavonoide réductase (X 28), enzyme intervenant dans la synthese des flavonoides.
a donc été proposé d’utiliser ce gene comme indicateur moléculaire de la perception de la
carence en S par la plante. De plus la diminution de la teneur en S-adénosyl-méthionine
(SAM), un composé notamment impliqué dans les étapes finales de la synthése des
chlorophylles, entraine une baisse de la photosynthése d'une part et provoque une
activation du métabolisme des nucléotides d’autre part (Figure 19).

L’ensemble de ces données démontre que la plante ré  agit a une carence en S

par des modifications profondes de sa physiologie e t de son métabolisme pouvant

conduire a une baisse des performances agronomiques . L’interconnexion des
différentes voies d’assimilation soufrée, carbonée et azotée rend particulierement
difficile les interprétations concernant les effets physiologiques et métaboliques

d’'une limitation en sulfate. Cependant les résultat s les plus récents permettent
d’envisager certaines pistes qui pourraient a terme conduire a améliorer I'EUS.
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E. Stratégies d’amélioration de I'Efficience d’Util isation du Soufre

Au stade végétatif, la vitesse relative de croissance (Relative Growth rate ; RGR)
observée chez les plantes limitées en S, en comparaison avec des plantes bien
alimentées, détermine essentiellement 'EUS. Au stade reproducteur, ce dernier est
principalement estimé a partir des composantes de rendement : indice de récolte en S
(IRS) et production, teneurs en huile et en protéines des graines (Balint et Rengel, 2009).
Ces derniers ont ainsi montré chez 12 génotypes de colza une variabilité génétique
importante de I'EUS, soulignant ainsi l'importance de I'amélioration variétale pour
I'optimisation de 'EUS.

Cependant, parmi les stratégies d'amélioration de I'EUS envisagées, Hawkesford
(2000) a proposé deux pistes principales, qui seront ensuite développées au sein de cette

partie :

- La premiéere stratégie vise a améliorer l'acquisitio n du sulfate via (i) des
modifications architecturales au niveau racinaire, (ii) des régulations transcriptionnelles et

(iif) des modifications métaboliques (Figure 20).
- La deuxieme stratégie consiste a optimiser ['utilis ation des réserves S par un

contrdle de i) la force puits et ii) de la mobilisation des réserves au sein des organes
sources (elle-méme étroitement liée au niveau de disponibilité en N ; Figure 20).

E.1. par I'optimisation du préléevement du soufre mi néral

E.1.1 via le contrble de I'expression des transporteurs de sulfate

Des transporteurs a forte affinité pour le sulfate (Km voisins du pM, Smith et al.,
1995, 1997) impliqués dans I'absorption ont été caractérisés chez le colza (Buchner et al.,
2004b). C’est donc vers une optimisation de leur expression et non de leurs activités (déja
optimale pour de faibles concentrations en sulfate) que les recherches se portent depuis la
derniere décennie (Hawkesford, 2000 ; Katoaka et al., 2004 ; Saito, 2004). L’'expression
des transcrit codant ces transporteurs est régulée au niveau transcriptionnel par le niveau
de disponibilité en S (Takahashi et al., 1997 ; Hawkesford, 2000 ; Leustek et al., 2000 ;
Saito, 2000 ; Hesse et al., 2004).
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En réponse a un stress nutritionnel soufré, le colza semble donc potentiellement
capable d’améliorer la gestion de ces ressources via I'optimisation du prélevement du

sulfate.

E.1.2 via une modification architecturale des racines

Chez le colza, une croissance racinaire insuffisante limite la zone de prospection du
sol pour les ressources en S, ce qui augmenterait les risques de symptdomes précoces de
carence en S en période automno-hivernale. Une voie d’amélioration possible consisterait
alors a contrdler la structure racinaire et sa prolifération (Hawkesford, 2000, Figure 20).
Toutefois, le sulfate, tout comme le nitrate, est un composé soluble tres mobile dans la
solution du sol. L‘accroissement de la biomasse racinaire pourrait alors permettre une
colonisation de zones potentiellement plus riches en cas d’hétérogénéité du sol en S et

pourrait constituer une bonne voie d’amélioration delEUS.

E.1.3 via des modifications métaboligues

L'OAS est un régulateur positif de I'expression des génes codant les transporteurs de
sulfate et les enzymes de l'assimilation végétale dont la teneur augmente en situation
limitante en S et diminue en situation limitante en N (Kim et al., 1999 ; Hawkesford, 2000 ;
Leustek et al.,, 2000 ; Saito, 2000). L’absorption du sulfate est également liee a la
disponibilité de cet anion dans le sol, a la demande en S des organes en croissance et
egalement a la fourniture des squelettes C/N. L’'acquisition du S atmosphérique (SO, et
H,S, De Kok, 2005) est aussi possible, mais dans le contexte actuel de diminution du S
atmosphérique, il est cependant peu raisonnable d’envisager une amélioration de cette
voie d’assimilation subsidiaire.

Compte tenu du fait que I'expression des genes codant les transporteurs de sulfate
est tres fortement augmentée en cas de limitation en S, modifier ou stimuler le
meétabolisme S pour utiliser efficacement le sulfate en optimisant les processus de
mobilisation du S des tissus sources vers les tissus puits constitue alors une voie

particulierement intéressante pour améliorer 'EUS.

E.2. Par I'optimisation de l'utilisation des réserv es soufrées endogenes

E.2.1. via le contrble de la demande en S

Hawkesford (2000) a suggéré une deuxieme stratégie qui vise a augmenter la la

demande en S en faisant exprimer par les tissus puits de plantes transformées des
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protéines a forte teneur en S (Figure 20). Il s'agit d'une stratégie également favorable a
I'amélioration de la qualité nutritionnelle des produits récoltés. Cette possibilité a été testée
par une équipe de chercheurs australiens (Hagan et al.,) en 2003 en realisant la
construction d'un riz transgénique exprimant au sein des grains de riz un géne codant une
protéine riche en S (SSA pour Sunflower seed Albumin). Les résultats se sont révélés
décevants puisque les teneurs en S des grains n'ont pas été augmentées.

La faible EUS du colza au stade reproducteur (Balint et Rengel, 2009) pourrait
également étre améliorée par I'optimisation de I'utilisation des réserves accumulées aussi
bien au stade végeétatif qu'au stade reproducteur.

E.2.2 via une mobilisation accrue des réserves soufrées

Une meilleure compréhension des processus de mobilisation des réserves S au sein
de la plante au cours de son cycle de culture apparait alors comme étant un préalable
indispensable a l'optimisation de la gestion du S. La limitation des processus de
remobilisation du S, en particulier I'apparente séquestration des réserves S vacuolaires
sont & examiner. Le faible EUS engendre un retour au sol conséquent qui pourrait
s'expliquer par un défaut de vidage en S des feuilles du colza. Une ablation de la moitié
des feuilles de colza au stade végétatif provoque une diminution de la biomasse des
siligues de 30% (Noquet et al., 2004), confirmant ainsi lI'importance de la remobilisation

des éléments issus de ces organes.

En ce qui concerne le soufre , les principaux composés qui pourraient étre
mobilisés seraient le sulfate potentiellement largement accumulé (Figure 21), les acides
aminés et des peptides soufrés comme le gluthation ou bien les protéines foliaires
potentiellement largement dégradées durant la sénescence. Considérée inefficace chez le
colza, la remobilisation endogéne du sulfate ne suffirait pas a couvrir les besoins en S des
jeunes feuilles, organes présentant les premiers symptémes de chlorose (Blake-Kalff et
al.,, 1998). Cette conclusion est toutefois surprenante si I'on considére d'une part
'accumulation de sulfate dans les feuilles et d’autre part, la plasticité potentielle de cette
accumulation comme l’illustre la figure 20. En conséquence, le S protéique des feuilles
matures peut étre mobilisé afin de complémenter les besoin en S des organes en
croissance. Cependant, la baisse des teneurs en protéines consécutive a une carence en
S est relativement tardive et elle est uniquement observée, de fagon surprenante, dans les
feuilles matures ou en cours de maturation (Figure 21). Comparativement aux plantes de

colza seulement carencées en S, des limitations en S et N sur une courte période (14
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Figure 22: (A) Progression de la sénescence au niveau d'une feuille. Les tissus proches des
nervures sont touchés plus tardivement que les autres (d’aprés Gan et Amasino, 1997). (B)
Différentes phases de la sénescence foliaire et leurs caractéristiques (d’aprés Zimmermann et
Zentgraft, 2005).
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jours) ne semblent pas modifier le taux de mobilisation du S endogéne (SO, et S-
protéique, (Figure 21). Chez d’autres especes, en revanche, il a été montré que le taux de
mobilisation du S pouvait varier en fonction du niveau d’alimentation en N minéral (Sunarpi
et Anderson, 1997b).

En ce qui concerne 'azote , il est actuellement largement évoqué que la valorisation
médiocre de I'élément N serait liee a une mauvaise remobilisation du N foliaire au cours
du processus de sénescence séquentielle intervenant lors du stade végétatif (Malagoli et
al.,, 2005a). La sénescence margue le stade ultime de développement foliaire et se

caractérise au niveau macroscopique par un jaunissement de la feuille.

La sénescence est un processus génétiquement contrélé, résultant de la succession
d’évenements biochimiques et physiologiques coordonnés au niveau cellulaire et tissulaire
qui conduisent a la mort de la plante ou d’'un organe de la plante. Différents types de
sénescence sont distingués : foliaire, florale, associée aux fruits. Dans le cadre de cette
thése, la breve analyse bibliographique qui va suivre sera centrée sur la sénescence
foliaire qui marque I'étape ultime du développement de la feuille. Au cours de la
sénescence, les feuilles s’engagent dans un processus de dégradation massive de leurs
macromolécules (lipides, glucides, acides nucléiques, protéines). Les éléments issus de
ces dégradations (C, N, S, P...) sont ensuite redistribués (phénomeéne qualifié de
remobilisation) vers les organes en croissance (jeunes feuilles, graines) (Gan et Amasino,
1997). Au niveau macroscopique, la sénescence foliaire se caractérise par le
jaunissement (résultant de la dégradation des chlorophylles) et aboutit au desséchement
complet et au final a I'abscission de la feuille. De profondes modifications sont observées
au niveau tissulaire, cellulaire, métabolique et génétique (Smart, 1994). Les cellules du
meésophylle sont les premieres touchées par ce processus alors que les tissus vasculaires
sont touchés plus tardivement (Figure 22 A ; Gan et Amasino, 1997). En effet, les tissus
proches des nervures seraient préservés dans le but d’assurer le transport des éléments
issus de la dégradation.

Au niveau cellulaire, les phénomenes de sénescence se manifestent dans un
ordre tres précis. Les différentes phases du processus de sénescence foliaire et leurs
caractéristigues sont résumées dans la Figure 22B (Zimmermann et Zentgraft, 2005) : une
phase d'initiation de la sénescence pouvant étre modulée par différents facteurs externes

(nutrition, lumiere, sécheresse) suivie d'une phase ou la dégradation des chlorophylles
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constitue le premier symptdome visuel de sénescence; enfin elle s’achéve par la

dégradation tardive de 'ADN, et la désorganisation des mitochondries et du noyau.

A I'échelle moléculaire, le processus de sénescence foliaire est associé a de
profondes modifications de I'expression des génes du génome nucléaire. Le noyau,
requis pour la transcription des génes nécessaires a la mise en place de la sénescence
(par exemple ceux codant des protéases, des RNases, des glutamines synthétases...),
est un des derniers constituants cellulaires a étre dégradé. Les ARN sont rapidement
dégradeés alors que ’ADN nucléaire reste intact. Plusieurs méthodes de criblage ont été
utilisées afin d’identifier les genes activés ou réprimés au cours de la sénescence. La
creation d’'une banque d’ADNCc issue de feuilles sénescentes d’Arabidopsis thaliana a
permis d’isoler 2491 génes induits (Guo et al., 2004). Toutefois, un systéeme de
classification basé sur I'expression différentielle des génes au cours de la sénescence a
eté élaboré (Buchanan-Wollaston et Ainsworth,1997). Parmi ces groupes, il existe les
Senescence Down-regulated Genes (SDG’s) qui se caractérisent par une diminution de
leur expression au fur et a mesure que la sénescence progresse (Figure 23).
Parallélement, certains genes appelés Senescence Associated Genes (SAG’s) induits
pendant le processus de sénescence, sont répartis en deux classes (Figure 23) : les
SAGs de la classe 1 regroupant les genes qui ne sont exprimés qu'au cours de la
sénescence, et les SAGs de la classe 2 réunissant les géenes dont les transcrits sont
détectables dés les premiers stades du développement (expression constitutive) mais
augmentant lors de la sénescence (Gan et Amasino, 1997).

La majorité des génes SAGs codent des hydrolases telles que des RNAses, des
DNAses, des protéases (ex : SAG12, une protéase a cystéine), ou des phospholipases
(ex : SAG 101) permettant la dégradation des macromolécules. D’autres géenes codent
des facteurs de transcription potentiellement impliqués dans les cascades de signalisation
de la mise en place de la sénescence (ex : WRKY 6). Cependant, la fonction d’une grande

proportion de ces genes (31%) n’a pas encore été étudiée (Guo et al., 2004).

Finalement, il apparait que l'impact d'une carence en S sur la sénescence foliaire
n’est que peu connu, alors que ce processus est a méme de permettre la remobilisation
d'un certain nombre d’éléments susceptibles de contribuer a maintenir, en situation de

contrainte, la croissance des tissus les plus jeunes.
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F. Objectifs de recherche

L’ensemble de cette analyse bibliographique, permet d’émettre un certain nombre
d’hypothéses qui ont motivé nos démarches expérimentales. Parmi celles-ci :

-Il apparaissait nécessaire d'évaluer a I'échelle de la plante entiere 'impact d’'une
restriction de la nutrition soufrée sur le potentiel de remobilisation des différents organes,
en déterminant lesquels devenaient alors prioritaires pour l'allocation du S. Nous avons
donc entrepris cette démarche en utilisant un double marquage isotopique N et 'S,
technique qui pour la derniere n'est maitrisée que par relativement peu d’Unités de
recherche. A cette approche isotopique était couplée une démarche plus analytique visant
a determiner quels composés soufrés sont les plus mobilisables et les plus importants
guantitativement, ainsi que des analyses moléculaires relatives aux transporteurs
racinaires et xylémiques du sulfate. L’ensemble a permis d’identifier quelques indicateurs
de I'état de nutrition soufrée du végétal.

- En appliquant des situations de carence en S plus contrastées, nous avons cherché
a obtenir des plantes présentant des niveaux de réserves en S potentiellement variables
afin de déterminer si leur disponibilité initiale était susceptible d’affecter le taux de
croissance de la plante dans des situations d’alimentation en S contrastées. A ces
approches isotopiques, ce sont ajoutées des analyses plus détaillées des difféerents
transporteurs de soufre du nitrate, ainsi que de certains indicateurs moléculaires de la
progression de la sénescence foliaire.

- Enfin, les résultats acquis progressivement nous ont conduit a collaborer dans le
cadre d'une expérimentation en condition de plein champ (réseau d’exploitations
agricoles), afin d’utiliser un certain nombre d’indicateurs de la nutrition soufrée identifiés
préalablement afin de déterminer s'il était possible d’identifier des facteurs de risque
d’apparition de carence en S. Cette démarche nous a par ailleurs permis de confronter un
certain nombre de données acquises en conditions controlées afin de vérifier leur
pertinence en conditions réelles. Ces derniers travaux, n’étant pas totalement finalisés, ne
sont pas intégrés dans le manuscrit de thése mais font I'objet d’une publication en cours

de soumission.
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Résumé

Le colza est particulierement sensible a une limitation en soufre (S) en raison de sa
forte demande pour cet élément. Toutefois, les effets physiologiques d’une limitation en S
restent peu connus, en particulier au cours du stade rosette. Dés lors, une étude a été
menée afin de déterminer les effets de la limitation en S minéral sur I'absorption et la
remobilisation de l'azote (N) et du S au cours de la croissance végétative du colza a
I'échelle de la plante entiére et a celle des feuilles pour des plantes cultivées pendant 35
jours avec 300 uM de 3**S0,* (plantes témoins; + S) ou avec 15 pM de **S0,* (plantes
limitées; —-S).

Les résultats mettent en évidence que les plantes limitées en S n'ont montré aucune
différence significative de production de biomasse (plante entiére ou feuilles) ou
d’absorption de N, par rapport aux plantes témoins. Toutefois, le S total et le contenu en
%3 (i.e. dérivant du S absorbé) ont été considérablement réduits dans la plante entiére et
les feuilles aprés 35 jours, et une plus grande redistribution du *S endogéne des feuilles
vers les racines a été observée. L'expression relative des transporteurs de sulfate
tonoplastiques et plasmalemmiques a été également fortement induite dans les racines.

En conclusion, méme si les plantes limitées en S avaient été alimentées avec 20 fois
moins de **S0,* que les plantes témoins, leur développement est resté étonnamment
stable. Sous l'effet d’'une limitation en S, le colza est en mesure de recycler ses composés
S endogénes (principalement le sulfate) des feuilles vers les racines. Cependant, cette
adaptation physiologique ne peut étre efficace que sur une courte échelle de temps (i.e.

lors de la croissance végeétative).

Mots-clés: Marquage *°N, marquage 3*S, limitation soufrée, transporteurs S, sulfate.
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Abstract

Because it has a high demand for sulphur (S), oilseed rape is particularly sensitive to
S limitation. However, the physiological effects of S limitation remain unclear, especially
during the rosette stage of the plant. As a consequence, we studied the effects of mineral
S limitation on N and S uptake and remobilization during vegetative growth of oilseed rape
at both whole plant and leaf rank level for plants grown during 35 days with 300 uM **S0,*
(control plants; +S) or with 15 pM **S0,* (S limited plants; -S).

Our results highlight that S limited plants showed no significant differences either in
whole plant and leaf biomass, or on N uptake, when compared to control plants. However,
total S and *S (i.e. deriving from S uptake) contents were greatly reduced for whole plant
and leaf after 35 days, and a greater redistribution of endogenous S from leaves to the
benefit of roots was observed. The relative expression of tonoplast and plasmalemma
sulphate transporters was also strongly induced in the roots.

In conclusion, although S limited plants had 20 times less mineral S than control
plants, their development remained surprisingly unchanged. During S limitation, oilseed
rape is able to recycle endogenous S compounds (mostly sulphate) from leaves to roots.
However, this physiological adaptation may be effective only over a short time scale (i.e.
vegetative growth).

Key Words: **N labelling, **S labelling, Sulphur limitation, S transporter, sulphate
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Introduction

Winter oilseed rape (Brassica napus L.) has become a plant of major agro-economic
importance with 47 millions tons yielded worldwide in 2007 (FAO) and has a wide range of
uses (oil production, animal feeding, alternative fuel, etc). Moreover, winter oilseed rape is
also considered as an excellent rotation crop for cereals as it enhances suppression of
soil-born pathogens either by the release of biocidal compounds or by improvements in
subsoil macroporosity caused by its deep taprooting system (Kirkegaard et al., 1997). As
for other large cropping systems, its intensive culture requires important amounts of N, S,
P and K fertilizers. Amongst these fertilizers, nitrogen (N) plays a major role. Even if
oilseed rape is characterized by a high capacity of N uptake (Lainé et al., 1993), which
makes it suitable as a catch crop species to limit N leaching in the aquifer during the
autumn-winter season, oilseed rape requires large amounts of N. Therefore, high N
availability is strongly correlated to high yield and seed quality. For example, depending on
site conditions, the optimum seed vyield occurs in the range of 180 to 220 kg N ha™
(Jackson, 2000). The main effects of increasing N status in oil seed rape have been shown
to increase leaf number and area (Gammelvind et al., 1996; Leleu et al., 2000; Svecnjak
and Rengel, 2006), leaf chlorophyll content (Ogunlela et al., 1989) and pod number and
area (Gammelvind et al., 1996; Hocking et al., 1997; Leleu et al., 2000).

Sulphur (S) is also an essential element for plant growth because it is present in
major metabolic compounds like amino-acids (methionine and cysteine), glutathione,
proteins or sulfo-lipids. However, sulphur availability has been decreasing in many areas
of Europe during the last two decades (Schnug, 1991; McGrath et al., 1996; Zhao et al.,
1999). Oilseed rape, as with most brassicaceae, has greater S requirements than other
large-crop species such as wheat or maize. For example, the production of one ton of rape
seeds requires about 16 kg of S (McGrath and Zhao, 1996; Blake-Kalff et al., 2001),
compared with 2-3 kg for each ton of grain in wheat (Zhao et al., 1999).

Therefore, oilseed rape is particularly sensitive to S deficiency or limitation, which
reduces both seed quality (Asare and Scarisbrick 1995, De Pascale et al., 2008) and yield
by about 40% (Scherer, 2001). Such S deficiencies can be the result of a combination of
processes. S-containing fertilizers such as superphosphate have been superseded by
fertilizers containing little or no S (Zhao et al., 1997; Zhao et al., 1999), while a massive
decrease of S inputs from atmospheric deposition has been recorded during the last three

decades. Moreover, it can also be suggested that the S requirements of many crops have
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increased as a result of intensive agriculture and optimization during plant breeding
programs.

Sulphur requirement and metabolism in plants are closely related to N nutrition
(Reuveny et al., 1980), and N metabolism is also strongly affected by the S status of the
plant (Janzen and Bettany, 1984; Duke and Reisenauer, 1986). A deficiency in S supply
has been shown to depress the uptake of nitrate and the activity of nitrate reductase in
maize and spinach (Friedrich and Schrader, 1978; Prosser et al., 2001), and to result in
transient or steady-state nitrate accumulation in maize, wheat and oilseed rape (Dietz,
1989; Gilbert et al., 1997; McGrath and Zhao, 1996). Fismes et al., (2000) have shown
using field grown oilseed rape that sulphur deficiency can reduce nitrogen use efficiency
(NUE: ratio of harvested N to N fertilization) and that nitrogen deficiency can also reduce
sulphur use efficiency (SUE).

During the fall-winter period, oilseed rape is in a vegetative stage, with the shoot
present as a rosette of leaves (i.e. rosette stage). During this early development, leaves
represent a major store of nutrients which can be remobilized from old to younger leaves
or from senescing leaves to early reproductive tissues as shown more specifically for N
(Malagoli et al., 2005a). Therefore, the leaves appearing during the rosette stage play a
crucial role for seed filling and contribute to the maintenance of grain yield. For example,
because of a reduced N uptake occurring after flowering (Malagoli et al., 2004), nearly 75
% of N content in reproductive tissues of oilseed rape is derived from N mobilization
occurring mostly from leaves and stems (Malagoli et al.,, 2005b). Noquet et al. (2004)
reported that removal of 50 % of the leaves present at the end of the rosette stage resulted
in a 30% decrease in seed yield in oilseed rape. Initiation and dynamics of foliar
senescence depends on leaf age but can also be modulated by different biotic or abiotic
factors (Weaver et al., 1998; Noh and Amasino, 1999; He and Gan, 2002; Pourtau et al.,
2004). For instance, environmental factors such as mineral N limitation (Gombert et al.,
2006; Kim et al., 2007) or drought conditions (Thomas and Stoddart, 1980) may accelerate
the initiation of leaf senescence and lead to many sub cellular changes, including an
increase in protease activities (Matile 1982) which could be the result of disappearance of
protease inhibitors in older leaves (Desclos et al., 2008). In leaves, senescence may result
in the mobilization of more than 70% of leaf proteins with a preferential proteolysis of
plastidial proteins such as Ribulose 1,5 biphosphate carboxylase oxygenase (Rubisco)
(Srivalli et al., 2001). In Brassica oleracea L. (broccoli), 44% of the total proteolytic
activities of senescent tissues were dependent on cysteine and serine proteases (Coupe
et al., 2003).
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Developing leaves are the first ones to show symptoms of S deficiency (Blake-Kalff et
al., 1998). In the later stages of oilseed rape development, sulphur deficiency can slower
growth and fewer leaves. Young leaves can become chlorotic and have reduced
photosynthetic activity. Ahmed and Abdin (2000) demonstrated that high S fertilization
increases Rubisco, chlorophyll, and protein contents in fully expanded upper leaves of
Brassica juncea L. (mustard) and Brassica campestris L., which implies a better
photosynthetic activity in comparison with plants grown without S. Rubisco contains 120
cysteines and 168 methionines per molecule (Miziorko and Lorimer, 1988). Therefore,
Rubisco seems to be an obvious target for mobilization when S amino acid synthesis is
restricted by S deficiency (Ahmed and Abdin, 2000). Whilst any decrease of Rubisco
affects the photosynthesis rate, the decline of chlorophyll also contributes to the
breakdown of photosynthesis when S is deficient. Chlorophyll degradation has been
observed by Blake-Kalff et al., (1998) in oilseed rape particularly in the youngest leaves of
plants grown on nutrient solution containing minus S and high N, but not in leaves of plants
grown on minus S and low N. They also observed that when sulphate is removed from the
nutrient solution, glutathione concentration decreased rapidly in the middle and youngest
leaves. The uptake and subsequent distribution of sulphate to the leaves is closely
regulated in response to demand (Blake-Kalff et al., 1998). For instance, developing
leaves are strong S sinks, but show a net loss of S after full expansion (Sunarpi and
Anderson, 1996).

Because the appearance of S deficiency is fairly recent in European agriculture,
research on crop S nutrition still lags far behind than that on other major nutrients like N.
For instance, the way plants cope with reduced N availability through increased
senescence of older leaves, which induce proteolysis leading to increased N
remobilization to sink tissues has been described in many plant species. However, the
physiological effects of S limitation are less clear at the plant level. As a consequence, the
objective of the present study was to examine the effects of mineral S limitation in oilseed
rape on N and S uptake and remobilization during vegetative growth at both whole plant
and leaf rank levels, using simultaneous 'S and N labelling, in order to determine how

plants compensate for a reduced S availability.
Materials and Methods

Hydroponic Experiment

Seeds of oilseed rape (Brassica napus L. cv. Capitol) were sterilized by exposure to

80% ethanol for 30 s followed by 20% sodium hydrochlorite for 20 min. After several
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A Sampling (10 Leaf ranks)

Sowing 300 uM SO,z (Control plant; +S)
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B 300 uM SO, 15 uM SO,2 (S deficient plant; —S)
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7 days sequential 1®NO," and 34S0O,? labelling

Figure 24: (A) Cultural conditions and experimental design used to provide two contrasting levels of
S nutrition. Six weeks before the start of the experiment (i.e. Day 0), the plants were grown on
optimal S solution (300 pM SO,%). On Day 0 and after subsequent sampling, half the plants were
supplied with 300 pM SO,?" (control plant; +S) and half with 15 uM SO,? (S limited plants; —S) with
sequential double labeling during the 7 days preceding each harvest (B) Inset shows a picture of
oilseed rape plants growing in aerated hydroponic solution in the greenhouse.
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washes in demineralized water, seeds were placed on moist filter paper in plastic tanks
under dark conditions for two days. Just after first leaf emergence, seedlings were
transferred to hydroponic solution (18 seedlings per 12 L-plastic tank) in a greenhouse
with a thermoperiod of 20T (day) and 18T (night). Natural light was supplemented with
phytor lamps (450 pmoles m™2. s of photosynthetically-active radiation (PAR) at canopy
height) for 16h. The basic nutrient solution contained 0.40 mM KH,; PO, , 0.15 mM K H
PO4, 2 MM KCL , 3.0 mM CacCl,, 0.20 mM Fe Na EDTA, 14 yM H3BO3 5 yM MnSOg4. H,0,
3 UM ZnS0,. 7 H,0, 0.7uM CuSOy. 5 H,0, 0.7uM (NH4)sM070,4  0.1uM CoCly. This basic
nutrient solution was renewed weekly and supplemented twice a week with KNO3 and
MgSO, to a concentration of ImM and 300 uM respectively (Figure 24), in order to be in
optimal S conditions for growth for non-vernalized rosette plants. After 6 weeks, the plants
were transferred to 4 L plastic pots (one plant per pot), and were then divided into two

groups for the application of two contrasting levels of mineral S.

Application of S treatments and tissue sampling

Half the plants (Control plants; +S) were supplied with 300 pM SO4* and the
remaining plants (S limited plants; -S) with twenty fold less S (15 pM SO,%). Mineral S
treatments were applied during 35 days with 1 mM KNO3; (Figure 1) and nutrient solution
was renewed every week. Seven days before each harvest, plants were supplied with a
labelled nutrient solution containing, *®NO3™ (2,5% atom excess) and **S0,* (1% atom
excess). Four plants (i.e. replicates) of both sets (control and S limited plants) were
harvested at day O and after 7, 14, 21, 28 and 35 days of treatment. Whole root system,
stem, leaf blades (LB) and leaf petioles were separated and weighed for determination of
their fresh matter. Leaves were separated based on the date of their ontogenic
appearance (defined as the leaf rank number). The leaf rank number was ordered from the
oldest to the youngest leaves (i.e. from base to canopy). For each leaf, the leaf-greenness
content was measured using a SPAD-502 (Minolta, Tokyo, Japan) apparatus (Rossato et
al., 2001), and leaf area was determined with a LI-COR 300 area meter (LI-COR, Inc.
Lincoln, Nebraska, USA). Leaves as well as other plant tissues were frozen in liquid N>

and stored at -80C until further IRMS, biochemical and molecular analysis.

Preparation of 3S:

Elemental S enriched in 'S (98 % atom excess) was obtained from Trace Sciences

international, France. A digestion procedure using 16.5 N HNO3; was used to convert
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elemental S to sulphate (Zhao et al., 1996). Briefly, 100 mg of elemental S were weighed
into a Pyrex digestion tube. Ten mL of HNO3; were then added. Digestion was carried out
in a programmable heating bloc with temperature slowly rising up to 200C, and then kept
at this temperature for 2h. The tube was then cooled and the solution (called S1) was
conserved. The remaining elemental S in the tube was washed with demineralized water
and the washing solution was pooled with the previous solution (S1). These operations
were repeated a second time. The different solutions were then recovered and K,CO3; was
added.

The remaining solution was transferred to a 100-mL volumetric flask. Analysis of
nitrate and sulphate concentrations in this stock solution was carried out using ion
chromatography (Dionex DX100, CA USA, with conductivity detector). The eluent
consisted of 1.8 mM Na,CO3 and 1.7 mM Na,HCO3 and was pumped isocratically over an
AS17 guard column. The analysis of the stock solution presented a final recovery of about
82 % of 3S0,> and both nitrate and sulphate concentrations were taken into account

during plants N and S treatments.

Determination of total N and S content

An aliquot of each plant organ (roots, stems, leaf blade and leaf petioles) was freeze-
dried, weighed for dry matter (DW) determination, ground to a fine powder, and placed into
tin capsules for isotopic analysis. The total N (**N, *N) and S contents (*?S, 3/S) in plant
samples were determined with a continuous flow isotope mass spectrometer (Isoprime,
GV Instrument, Manchester, United Kingdom) linked to a C/N/S analyzer (EA3000, Euro
Vector, Milan, Italy):

Total N (Ntot) content in a tissue “i

Ntot ¢ = %N ; x DW ;. / 100

at a given time “t” was calculated as:

15

Natural =~N abundance (0.3663 % + 0.0004) of atmospheric N, was used as a reference

15

for ™“N analysis. Nitrogen derived from current N uptake (Nupt) in a given organ was

calculated as follows:
Nupt = Ntot X (E (%) / ES (%))

15

Where, E (%) is the atom % ~~N excess in a given organ

15

And, Eg is the nutrient solution atom % ~~N excess (2.5%)

As for N, total S (Stot) content in a tissue “i” at a given time “t” was calculated as:
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Stot 1 = %S i X DW ¢

For **S enrichment, the natural isotope abundance of 4.255% was withdrawn to the value
from sample **S abundance, and sulphur derived from current S uptake (Supt) in a given
organ was then calculated as follows:

Supt = Stot X (E (%) / ES (%))

3

Where, E (%) is the atom % 4S excess in a given organ

And, Es is the nutrient solution atom % 348 excess (1%)

Determination of S mobilization and partitioning of S derived from uptake or

mobilization within tissues

The mobilized S content (Smob) from or towards each tissue between two dates
(i.,e. Day 35 — Day 0) and presented in fig. 4 was calculated by subtracting the cumulated
S derived from uptake between these two dates (Supt) from the change in total S content
(Stot 1, - Stoty;) according to the following equation:
Smob (to-t;) = (Stot » - Stoty) — Supt

Therefore, positive values of mobilized S represent S that is mobilized to this tissue, while
negative values correspond to a net mobilization of S from this tissue. The addition of all
values corresponding to mobilized S from tissues (i.e. exported) was then considered to
represent 100% and the mobilization of S towards the sink tissues (i.e. imported) was
calculated as a percent of the total S mobilized. The same calculation was carried out for

total S taken up

2

Determination of SO ;- content

Sulphate was measured by extracting 30 mg of freeze-dried plant material in 1.5 mL
of 50% ethanol solution at 40C for 1h. After centrifugation (20 min; 10 000 g) the
supernatant (called S1) was recovered and 1.5 mL of 50% ethanol were added to the
pellet. After a new incubation (1h; 40 ) and centrifugation (20 min; 10 000 g), the
remaining supernatant was taken up and added to the previous supernatant (S1). All these
operations (i.e. incubation and centrifugation) were repeated twice but now with 1.5 mL
ultra-pure water and incubation at 95 . All super natants were finally pooled then air-dried
for 16h without heating. The dry residues containing both nitrate and sulphate were
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solubilized in 1 mL of ultra-pure water. Thereafter, nitrate and sulphate concentrations in
the extracts were determined by using ion chromatography (Dionex DX2100, with
conductivity detector). The eluent solution consisted of 1.8 mM Na,COs; and 1.7 mM
Na,HCO3; and was pumped isocratically over an AS17 guard column.

RNA extraction

Total RNA was extracted from 200 mg of leaf blade fresh matter. Frozen samples
were ground to a powder with a pestle in a mortar containing liquid nitrogen. The resulting
powder was suspended in 750 pL extraction buffer (0.1 M Tris, 0.1 M LIiCl, 0.01 M EDTA,
1% SDS (w/v), pH 8) and 750 pL of hot phenol (80C, pH 4). This mixture was vortexed for
30 sec. and after addition of 750 uL of chloroform/isoamylalcohol (24:1), the homogenate
was centrifuged at 15 000 g (5 min, 4C). The supernatant was transferred into 4 M LiCl
solution (w/v) and incubated overnight at 4C. Afte r centrifugation (15 000 g, 30 min, 4C),
the pellet was suspended in 250 pL of sterile water. Fifty uL of 3 M sodium acetate (pH
5.6) and 1 mL of 96% ethanol were added to precipitate the total RNA for 1 h at -80C.
After centrifugation (15 000 g, 20 min, 4C), the pellet was washed with 1 mL of 70%
ethanol, then centrifuged at 15 000 g for 5 min at 4. The resulting pellet was dried for 5
min at room temperature and re-suspended in sterile water containing 0.1% SDS and 20
mM EDTA. Quantification of total RNA was performed by spectrophotometer at 260 nm
(BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) before Reverse Transcription (RT), and
guantitative PCR (Q-PCR) analyses.

RT and O-PCR analysis of BnSultr genes

For RT, 1 ug of total RNA was converted to cDNA with an ‘iScript cDNA synthesis
kit'" according to the manufacturer’s protocol (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). For Q-
PCR amplification, primers of BnSultrl and BnSultr4 encoding vacuolar sulphate
transporters in Brassica napus L. were designed from the BnSultrl;1 sequence (Accession
no: AJ416460), the BoSultrl;2 sequence (Accession no: AJ311388), the BnSultr4;1
sequence (Accession no: AJ416461), and from the BoSultr4;2 sequence (Accession no:
AJ555124) previously published by Parmar et al., (2007). Q-PCR amplifications were
performed by using BnSultrl;1 forward primer: 5’agatattgcgatcggaccag-3' and reverse
primer: 5’'gaaaacgccagcaaagaaag-3' and BnSultrl;2  forward primer: 5
ggtgtagtcgctggaatggt-3' and reverse primer: 5’ aacggagtgaggaagagcaa-3' and BnSultr4;1
forward primer: 5’'gaccagacccgttaaggtca-3' and reverse primer: 5’ttggaatccatgtgaagcaa-3'

and BnSultr4;2 forward primer: 5 agcaagatcagggattgtgg-3' and reverse primer: 5’
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tgcaacatttgtgggtgtct-3'. EF1-a gene (Accession no: DQ312264), was used as an internal
control gene and was amplified using the primers described above. Q-PCR reactions were
performed with 4 pL of 100x diluted cDNA, 500 nM of primers, and 1x SYBR Green PCR
Master Mix (Bio-Rad) in a ChromoFour System (Bio-Rad). For each pair of primers, a
threshold value and PCR efficiency have been determined using a cDNA preparation
diluted over 10-fold. For both pairs of primers, PCR efficiency was around 100%. The
specificity of PCR amplification was examined by monitoring the presence of the single
peak in the melting curves after Q-PCR reactions and by sequencing the Q-PCR product
to confirm that the correct amplicons were produced from each pair of primers (Biofidal). In
addition, Blastn analysis (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) was performed in order to
check the correct amplification of the target cDNA, for the four different sulphate
transporters (BnSultrl and BnSultr4 families). For each sample, the subsequent Q-PCR
reactions were performed in triplicate and the relative expression of the four different
sulphate transporters in each sample was compared to the control sample (corresponding
to control plants (+S) at day 0) and was determined with the delta-delta Ct method using
the following equation (Livak and Schmittgen, 2001):

Relative expression = 2 TACt sample - ACt control at day 0]
With, ACt = Ctansuitr1.1, 1.2, 4.1 or 4.2 - Cler1-a

where, Ct refers to the threshold cycle determined for each gene in the exponential phase
of PCR amplification. Using this analysis method, relative expression of the different
sulphate transporter genes in the control sample at day O of the experiment were equal to
one (Livak and Schmittgen, 2001), and the relative expressions of other treatments were
then compared to the control at day 0, on this basis.

Statistical analysis

Results are presented as mean values * s.e. for four replicates (n = 4). The effects of
mineral S were determined by ANOVA method, and according to a comparison of the
means (Tukey t-Test), with MINITAB13 on windows (Minitab Inc, State College, PA, USA).
When the normality law of data was not respected, the non- parametric test of Kruskal -
Wallis was used. Statistical significance was postulated for P < 0.05 and different letters

indicate that mean values are significantly different at a given date between treatments.
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Figure 25: Changes of (A) whole plant, whole leaf-blade and root biomass and (B) leaf-blade (LB)
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different at a given date between treatments (P<0.05).




Résultats — Chapitre 1

Results

Plant biomass analysis:

Figure 25A presents the influence of sulphur availability on the growth of whole plant,
whole leaf blade and root for control plants (+S) and S limited plants (-S). The dynamic of
biomass production remained similar in +S and -S plants either for whole plant, whole leaf-
blade or roots, where progressive increases were observed for both treatments. For
example, at the end of the experiment (i.e. day 35), whole plant biomass reached 39 £ 3 g
DW. plant * for +S and —S plants. At this date, leaf-blade and root biomass represented
about 60% and 15% respectively of whole plant biomass.

Leaf-blade (LB) biomass of three different leaf-ranks, corresponding to old, mature
and young leaves (i.e. LB 8, 10 and 12, respectively) was also monitored in response to S
availability (Figure 25B). For control plants (+S), LB 8 biomass increased from day 0 to day
7 and then remained relatively constant until day 35. For both LB 10 and 12, biomass
progressively increased until the end of the experiment. No significant difference
(P>0.072) was observed in leaf-blade biomass production between mineral S treatments
(i.e. +S or -S).

N, S and cumulated °N and 3*S contents:

Whole plant N and N contents (i.e. derived from uptake) increased at a constant
rate during the experiment and were not affected by S nutrition (Figure 26A). Whole plant
N content reached 440 mg + 10 mg. plant® at the end of the experiment for both
treatments, with about 50% derived from N uptake (*°N).

Whole plant S and cumulated 3*S contents (i.e. derived from uptake) are presented in
(Figure 26B). For +S plants, whole plant S and **S contents greatly increased during the
experiment. At day 35, S derived from uptake represented about 84% of total S. For —S
plants, whole plant S and 'S contents remained relatively constant during the overall
experiment. Due to the reduced S availability, not more than 6 + 2 mg of S were taken up
throughout the experiment. As a consequence, the S deriving from uptake was less than

5% of that taken up by control plants.

S partitioning and remobilization:

Figure 27 represents the partitioning of S taken up (determined on the basis of **S
enrichment, see Materials and methods for details) and remobilized S (estimated from the

unlabelled endogenous S present on day 0) through the main plant tissues (leaves,
40



£ L 500 -
— C
<
T S 400
=z
S 2 300
e = |
8 12 200
2 3 100 -
© c
Z 38 o0 -
N g~ 200 A
S g
i
8 o 150 1
z o
S € 100 |
£ E
S 9
'C%E 50
c
w8 o - S gy WP WP SRR SPRHS
0 7 14 21 28 35
Time (days)

Figure 26: Changes of (A) whole plant N and 1°N (i.e. deriving from uptake) and (B) whole plant S
and 34S (i.e. deriving from uptake) of oilseed rape for control plants (+ S; closed symbols) and S
limited plants (- S; open symbols) during the 35 days of treatments. Vertical bars indicate + s.e. (n
=4) when larger than the symbol. Different letters indicate that mean values are significantly
different at a given date between treatments (P<0.05).
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petioles, stems and roots) between day 0 and 35. For +S plants (Figure 27A), the S taken
up was mostly allocated to the leaves (55%) and to the roots (27%). The limitation of S
availability greatly reduced total S uptake (-95%) and changed the *S partitioning within
the different plant tissues (Figure 27B). For —S plants, about 65% of S taken up was found
in the roots, whereas less then 23% was found in leaves. The remobilization of
endogenous S was also studied. For +S plants (Figure 27A), 26.8 mg of S were
remobilized from leaves between day 0 and day 35, and exported mainly to the stem
(79%), and to a lesser extent to the roots (13%). The amount of S remobilized from -S
plants, was the same as for +S plants (P>0.062) and leaves represented the major source
organ (88%) while petioles contributed 12% (Figure 27B). However, reduced S availability
strongly modified the partitioning of endogenous S and, unlike for control plants, most
remobilized S was supplied to the roots (60%), which, as with **S uptake, appeared as the
main S sink. When compared to control plants, five times more of the remobilized S was
partitioning to the roots in —S plants. Despite the roots being such a strong sink in =S
plants quantitatively, they had 2 fold less total S than +S plants while having the same dry
matter, as seen previously (Figure 25A).

S and cumulated *S dynamics of leaf-blade (LB) and roots:

Leaf-blade and root S contents were also studied on a kinetic basis in response to S
availability (Figure 28A). For +S plants, the S content of LB 8 rapidly increased to 6.6 £ 0.9
mg at day 7 and then decreased to less than 4 mg S. tissue™ thereafter. For LB 10, the S
content remained stable from day O until day 14 (P<0.023) then increased by about 44% at
day 35. For LB 12, the S content was increased by about 28% at day 14 and then
continues to increase until the end of the experiment (Figure 28A).

For —S plant, the S content of LB8 and 10 were significantly affected after 7 days of
treatment (Figure 28A). They rapidly decreased by 4.2+ 1 mg and 2.73 + 0.3 mg from day
0 to 7 respectively, then the S content slowly decreased until day 21 and remained stable
thereafter. For LB 12, which appeared during the first week after application of S limitation
(i,e. at day 7), S content remained stable throughout the experiment (P<0.046; Figure
28A).

The S content in the roots of +S plants increased steadily during 35 days. More
surprisingly, but to a lesser extent, root S content also increased during 35 days in —S

plants despite a strong S limitation (Figure 28A).
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Analysis of cumulated 3*S content in plant tissues (Figure 28B) showed a steady
increase in all plant tissues (roots, leaf-blades 8, 10 and 12) of +S plants, while it remained

to a very low level in—S plants.

Remobilization of endogenous S content of leaf blade and roots:

The remobilization of endogenous S from or to different plant tissues is given in
Figure 28C. For older leaves (LB 8 and 10), it clearly showed that they act as source
tissues, exporting S, whatever the S supply, and with similar contributions. However, S
limitation slightly increased *?S remobilization during the first 7 days. In the meantime,
younger leaves (LB 12) and roots clearly acted as sink tissues throughout the experiment
as their *S content increased whatever the S supply. However, S limitation decreased the
remobilization of S to younger leaves, while greatly increasing it to the roots, which
became the main sink tissue. Overall results showed that during S limitation, S
remobilization was maintained from older leaves, but it was mostly used by roots instead
of being used by young leaves. Nevertheless, the small amount of endogenous S
allocated to LB 12 was sufficient and crucial to maintain its growth rate (Figure 25B),
especially during its early development (i.e. leaf expansion) at the beginning of the

experiment.

N / S ratio, N organic / S organic ratio and sulpha te contents:

The effect of S availability on N/S ratio was presented in (Figure 29 A). The N/S ratio
in S sufficient plants reached about 5 in leaves and about 4 in roots, and then decreased
with time for both tissues. When submitted to S limitation, the N/S ratio increased
significantly since day 7 in the older leaves (LB8) and (LB10). However, in roots, this ratio
was maintained in a much narrower range, reaching about 6 after 35 days of S limitation.
When just organic compounds were considered (i.e. difference between total N or S and
mineral N or S, like nitrate and sulphate, respectively; Figure 29B), the N organic / S
organic ratio fluctuated very slightly in roots whatever the S supply, while it was 2 to 3-fold
increased in leaves of plants with large S supply, and was slightly decreased with S
limitation (P<0.038).

The difference in the change of these ratio (N/S and N organic / S organic) can be
fully explained by the fact that nitrate represents a very small proportion of total N, while
sulphate was the main form of S, accounting for more than 86% of total S in these tissues.

Therefore, sulphate-S contents usually increased in all plant tissues according to their
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growth rate under sufficient S nutrition, except for older leaves (LB8) for which sulphate
contents decreased with time (Figure 29C). Moreover, no sulphate was detected after 3
weeks of S limitation in leaf blades, while about 2 mg of sulphate-S were retained in roots,
even after 35 days of treatment. If sulphate concentration is expressed in mg S-sulphate.g
! DW, it appears that during early leaf-blade development there is an accumulation of
sulphate followed by a progressive decline of sulphate content, along with senescence
processes. S limitation reduced this content to very low values after 3 weeks in leaf-
blades, while in root a steady sulphate content of about 0.5 mg S-SO,*.g* DW was

achieved after 14 days.

Relative expression of Sulphate transporters

Figure 30 presents the relative expression of plasmalemma (BnSultr 1;1 and
BnSultrl;2) and tonoplast (BnSultr 4;1 and BnSultr 4;2) sulphate transporters in the roots
of +S and —-S plants. BnSultr 1;1 was strongly induced in the -S treatment, reaching values
of 300 before declining at 35 days. BnSultr 4;2 was also strongly induced until 35 days.

The other two transporters were induced to a lesser extent.

Discussion

Under field conditions, the availability of mineral S for plant growth and development
would be mainly dependent upon soil availability, autumn/winter rainfall patterns and
atmospheric depositions of SO, and H,S. However, S availability has been decreasing in
many areas of Europe during the last three decades (Schnug, 1991; McGrath et al., 1996;
Zhao et al., 1999). Oilseed rape, as with most brassicaceae, has greater S requirements
than other large-crop species such as cereals. Therefore, the main objective of the present
study was to examine the influence of S limitation on plant biomass and on the processes
of S uptake, distribution and remobilization during vegetative growth of oilseed rape at the
rosette stage. In addition, we studied the uptake and allocation of 'S (i.e. deriving from
recent >*S uptake) and the remobilization of endogenous S (i.e. deriving from initial *S
reserves, present at day 0) in old and maturing leaves, which are considered to export
large amounts of S (Parmar et al., 2007) to growing tissues.

According to Hawkesford and De Kok, (2006) in response to a limitation of S
availability, the hypothetical initial responses involve optimization of S uptake and
utilization of sulphate, accompanied by an increase in remobilization of inorganic S
reserves from vegetative tissues and subsequent redistribution towards growing tissues. In

the case of transient mineral S limitation perceived at the rosette stage, the present study
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revealed that sulphate limitation (15 pM vs 300 pM SO.?) applied for 35 days had no
significant effect on whole plant, whole leaf-blade or root biomass production (Figure 25A).
These results are in agreement with field studies conducted by Zhao et al., (1993) where it
was shown that there were no significant differences in dry matter accumulation for two
different genotypes (Bienvenu and double low variety Cobra) grown with 0 or 100 kg S. ha’
!, Moreover, in Brassica oleracea, Koralewska et al., (2007) reported that biomass
allocation is not affected by low concentrations of sulphate in the root environment but only
by the complete absence of S.

It is generally considered that S availability may influence N use efficiency (NUE) of
oilseed rape and vice-versa (Schnug et al., 1993; Fismes et al., 2000), indicating that
mineral S and N availabilities interact on S and N management by the plant (Janzen and
Bettany, 1984; Kopriva and Rennenberg, 2004). At the rosette stage of oilseed rape,
however, the present study also revealed that sulphate limitation had no significant effect
on plant total N content nor on N uptake (Figure 26A). However, as expected, reduced S
availability curtailed S accumulation and uptake in comparison with control plants, which
continued to accumulate S as normal. The sulphate limitation treatment started after a
period of 51 days during which plants were supplied with optimal levels of sulphate. This
period of pre-culture almost certainly resulted in plants with a high initial S status,
according to the high initial S-sulphate contents within the leaves which represents the
main S source at plant level at Day 0 (and with up to 86% of S as sulphate; data not
shown). Therefore it may be hypothesized that the remobilization of endogenous S
compounds was sufficiently efficient to maintain the growth of S limited plants at a similar
level to the control plants. However, oilseed rape samples collected in field conditions and
grown with recommended level of S fertilization (60-80 kg S. ha™) also revealed quite high
sulphur content in leaves (up to 0.97% DW, by comparison with leaves of our experiment
with 1.03% DW), of which 75% were in a sulphate form (data not shown). These data
suggest that plants used for the present experiment (86% of foliar S as sulphate) were
very close in term of S status to plants that are grown in field conditions under a
conventional fertilization regime (63-76% of S as sulphate). It also suggests that oilseed
rape is able to compensate for a S limitation over a short time scale (i.e. in comparison
with its whole development cycle) through the fine management of N and S metabolisms
This particular behaviour of oilseed rape to a limitation of S availability should be
particularly relevant for the brassicaceae (i.e. known to be sensitive to S limitation), and

will be more clearly assessed in further studies.
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For +S plants (Figure 27A), almost 27 mg of *2S were remobilized between day 0 and
day 35. Leaves represented the sole export tissue, while the main sink tissues were stem
(79%) and root (13%). For —S plants, leaves also represented the major source organ
(Figure 27B). However, petioles also contributed a little to the supply of mobilized S to sink
tissues. The reduction of S availability also strongly modified the partitioning of mobilized S
and unlike for control plants, most of remobilized S was supplied to the root (60%). When
compared to control plants, five times more remobilized S was distributed to the root in =S
plants. Despite this, quantitatively, roots of -S plants had two fold less total S than roots of
+S plants. When remobilization fluxes (Figure 27, 26.8 and 25.8 mg S.plant?) are
compared to the reduction of S-S0, content after 35 days in —S plants (from 19.97+3.07
at day 0 to 7.19+0.71 mg S-SO..plant® at day 35), it appears that sulphate alone may
account for about 59% of total S remobilization, the rest involving organic S.

According to Kopriva and Rennenberg, (2004), the O-acetyl serine (OAS) may be
required for the transduction of the signal involved in the increase in expression of
transporters and enzymes involved in SO4* uptake and assimilation. Nevertheless, the
increase of OAS can be blocked when N is limiting (Kim et al., 1999). Thus, in limiting
conditions of S fertilization, the OAS may act as a signal of insufficient sulphide production
and would exert a positive control on the expression of genes which encode enzymes of
sulphate assimilation like adenosine 5 —phosphosulphate reductase (APR) and on the
capacities of SO,* uptake (Rouached et al., 2008). Our results are in agreement with
these findings because in conditions of S limitation there was a higher expression of both
BnSultr4;1 and BnSultr4;2 (high affinity sulphate transporters suspected to be implicated in
the sulphate uptake by roots; Figure 30), as Maruyama-Nakashita et al., (2004) also
reported.

These results also suggest that redistribution of S within the plant took place in
response to limited S availability (Figure 27). For +S plants (Figure 27A), the S taken up
was mostly allocated to the leaves (55%) and to the roots (27%). The limitation of S
availability greatly reduced total S uptake and changed the 'S partitioning within the
different plant tissues (Figure 27B). For —S plants, 65% of S taken up was thus found in
the roots, while only 23% was found in leaves, with most of the latter distributed to young
leaves (data not shown). Moreover; the total S content of LB8 and LB10 strongly
decreased (Figure 28), indicating a large remobilization of S compounds from the soluble
fraction, principally as sulphate (Figure 29C), which was reported to be mainly stored
within the vacuole (Smith and Lang, 1988; Bell et al., 1990, 1995; Cram, 1990; Sunarpi
and Anderson, 1996, 1997; Eriksen et al., 2001). In a parallel study, performed with the
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same genotype grown under the same conditions, Dubousset et al., (2009) reported that
vacuolar sulphate is specifically remobilized from mature leaves and that this mobilization
is related to an up-regulation of BnSultr4;1 and/or BnSultr4;2 gene expression. These
authors also indicated that the relationship between sulphate mobilization and up-
regulation of expression of BnSultr4 genes is specifically dependant on the N availability.
Moreover, this redistribution of S compounds to young developing leaves and roots was
without any acceleration of leaf senescence processes (Dubousset et al., 2009),.The
authors hypothesized that this would maintain photosynthetic capacities of shoot tissues
and subsequent metabolic activities within the whole plant (i.e. including uptake processes
in the root).

In conclusion, the present study provides evidence that in the case of a transient
mineral S limitation perceived at the rosette stage, oilseed rape, which is considered to be
a high S requiring plant, is able to maintain its growth by an optimization of N uptake and
by the recycling of endogenous foliar S compounds (particularly SO,%) predominantly from
mature leaves (LB 8 and 10). Our results also demonstrate that under S limitation, the
main ecophysiological strategy of oilseed rape is to maintain its root growth rate not by
increasing S mobilization from leaves, but rather by re-orientating more of the S fluxes
(uptake and remobilization) to the roots. However, it is not known whether S is transported
as an inorganic form as sulphate. In the later case, the study of phloemic sulphate
transporter (BnSultr 1.3) could be relevant, but we were unable yet to clone this gene in
oilseed rape. Overall, plants under S limitation appear to optimize soil S capture by
maintaining plant growth through targeted S remobilization to the roots and by increasing

the expression of root S transporters.
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Résumeé

Le colza est sensible a une limitation en soufre (S) alors qu’il est confronté de facon
permanente a des changements de la disponibilité en S, résultant de l'activité de
minéralisation des sols et des régimes de fertilisation S, qui peuvent affecter l'absorption,
le stockage et la remobilisation de I'azote et du S. Par conséquent, la présente étude visait
a évaluer l'influence de I'état initial en S des plantes et de la disponibilité en S minéral sur
i) la production de biomasse, ii) 'absorption du *°N et du **S, iii) I'expression relative des
génes codant des transporteurs de nitrate ou de sulfate et iv) la remobilisation du **N et du
%23 précédemment accumulés. Les plantes avec de forts ou de faibles niveaux initiaux de
S (HS, ou LS)) ont ensuite été cultivées pendant 28 jours, avec une forte ou une faible
disponibilité en S minéral (HS ou LS).

Les résultats ont montré que les plantes ayant un faible statut initial en S, mais
ensuite alimentées en S, étaient capables d’augmenter I'absorption du S et N via une dé-
répression de l'expression des geénes de leurs systemes d'absorption. Elles ont ainsi
atteint une croissance similaire a celle des plantes témoins (HS-HS). Avec de fortes
réserves initiales en S, principalement sous forme de sulfate, les plantes étaient encore en
mesure de compenser la limitation S en augmentant la mobilisation du S vers les racines,
et elles ont également atteint une croissance similaire a celle des plantes témoins. C'est
seulement avec un état initial et une disponibilité en S faibles (LS—-LS ; i.e. limitation a long
terme) que la croissance des plantes a été réduite, alors que I'expression du transporteur
de nitrate a été constamment réprimée en raison d’une accumulation plus élevée d’acides
aminés dans les racines.

Les résultats montrent que le colza est capable de faire face aux fluctuations de la
disponibilité en S, notamment par la mobilisation des réserves S préalablement
accumulées sous forme de sulfate, ou encore d'augmenter l'absorption du S. En
conclusion, notre étude confirme que les réserves S initiales jouent un réle crucial pour

l'adaptation du colza a une limitation en S.

Mots-clés : Azote, soufre, marquage °N, marquage 'S, mobilisation des réserves,

transporteurs de nitrate, transporteurs de sulfate.
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Abstract

Oilseed rape is sensitive to sulphur (S) limitation and is confronted to permanent
changes of S availability, resulting from soil activity and S fertilization regimes, which may
affect N and S uptake, storage and remobilization. Therefore, the present study aimed to
assess the influence of initial S status and mineral S availability on i) biomass production,
i) °N and 3*S uptake, iii) relative expression of genes encoding N or S transport systems
and iv) **N and *?S remobilization. As a consequence, plants with High or Low Initial S
status (HS; or LS;) were grown during 28 days either with High or Low S mineral availability
(HS or LS).

The results showed that with a low initial S status, plant were able under ample S
supply to increase N and S uptake by de-repressing gene expression of their uptake
systems, and reached similar growth as control plants. With high S reserves, mostly as
sulphate, plants were yet able to compensate transient S limitation by increasing S
mobilization towards the roots, and reached similar growth as control plants. Only with low
S initial status and low S availability (i.e. long term S limitation), plant growth was reduced
while nitrate transporter gene expression was steadily down-regulated probably as a result
of amino acid accumulation in the roots.

Overall results showed that plants are able to cope with fluctuating S availability,
through mobilization of S reserve when previously accumulated as sulphate, or
alternatively, to increase S uptake. As a conclusion, our study supports that initial S

reserves play a crucial role for oilseed rape adaptation to S limitation.

Key-words: Nitrogen, Sulphur, Uptake, °N labeling, **S labeling, Reserve mobilization,
Nitrate transporters, Sulphate transporters
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Introduction

Sulphur (S) is an essential nutrient for crops worldwide which is mainly available as
sulphate (SO4*) within the soil. Sulphate is further taken up by roots and translocated via
the xylem to shoot tissues where it is reduced in cysteine (Cys) and either converted to
methionine (Met) or incorporated into proteins or Cys-containing peptides such as
glutathione (Saito, 2000; Saito, 2004). Sulphur is also important for chlorophyll synthesis
(and subsequent plant photosynthetic capacities) and is incorporated in numerous
secondary metabolites involved in plant defence against pathogens (SDC; Sulphur-
containing Defence Compounds) like thionins, defensins, glucosinolates or crucifer
phytoalexins (Hell, 1997). Oilseed rape (Brassica napus L.), as most brassicaceae,
presents greater S requirements than other large-crop species (McGrath and Zhao, 1996),
and is therefore quite sensitive to S limitation (Scherer, 2001). However, the risk of soil S
limitation has increased during the last three decades as a result of the decline of industrial
emissions and the subsequent reduction of S deposition on agricultural lands (McNeill et
al., 2005). Consequently, crops submitted to S limitation present reduced photosynthetic
capacities and growth (Bouranis et al., 2006), which has negative consequences on
agronomic performances like seed quality and yield (Janzen and Bettany, 1984; Scherer,
2001).

In response to a limitation of S supply, the hypothetical initial plant physiological
responses involve an optimization of sulphate uptake and its subsequent utilization
(Hawkesford and De Kok, 2006), in order to increase sulphate uptake efficiency (SUE) at
the whole plant level (Davidian et al., 2000). For example, Buchner et al., (2004) and
Parmar et al. (2007) reported that S limitation in Brassica oleracea L. and Brassica napus
L. resulted in an overall increase of the relative transcript levels of several sulphate
transporters (i.e. Sultr). Moreover, numerous genes involved in the S assimilatory
pathway, like ATP sulphurylase (ATPS), are also positively regulated in response to S
limitation (Hirai et al., 2005; Maruyama- Nakashita et al., 2004; Nikiforova et al., 2003) in
order to maximize the reduction of sulphate for the synthesis of S-containing amino-acids
required for protein biosynthesis.

S limitation is also accompanied by an increase of the remobilization of endogenous
S reserves from vegetative tissues and their subsequent redistribution towards young
growing tissues (Hawkesford and De Kok, 2006; Abdallah et al., 2010). In oilseed rape,
Blake-Kalff et al., (1998) reported that under optimal S supply, 70 to 90% of the total S in
mature and oldest leaves is accumulated as sulphate, which would be remobilized during
S limitation. Similarly, within rosette leaves, Noquet et al., (2004) also reported that N
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remobilization plays a crucial role because the ablation of half of the rosette leaves present
at the end of the vegetative stage results in a 30% decrease of seed yield. Lastly, Abdallah
et al., (2010) also reported for oilseed rape that a transient mineral S limitation (up to 28
days) occurring during the rosette stage could lead to a transient maintenance of growth
related to an optimization of the recycling of endogenous foliar S compounds (particularly
sulphate) from old to young leaves and roots. Despite a close interconnection between N
and S metabolisms (Reuveny et al., 1980; Saito 2004), this was reported to be mainly
achieved without any apparent modification of N uptake or N remobilization or without any
acceleration of leaf senescence processes, which is usually required for N reserve
mobilization efficiency (Desclos et al., 2008; Dubousset et al., 2009).

However, and even if it has been recently reported that S limitation is accompanied
by an increase of the remobilization of endogenous initial S reserves (Abdallah et al.,
2010), the question assessing the hypothetical impact of depleted initial S reserves on
growth, N and S uptake and utilization was not, to our knowledge, clearly assessed in
literature. In other words, and because N and S metabolisms are closely linked at the
whole plant level, with depleted initial S reserves and/or under S limitation, can growth, N
and S uptake or mobilization patterns be reduced? With depleted initial S reserves and if
supplied with optimal S, can N and S uptake be increased and will plants replenish their
reserves and/or grow as control plants? These two questions also have particular
relevance in the current context of sustainable agriculture and the concomitant reduction of
fertilizers inputs.

As a consequence, the main aim of our study was to evaluate the influence of initial S
reserves and mineral S availability on biomass production as well as on **N and *'S
uptake. For this purpose; a continuous *°N and **S double-labeling method was therefore
designed and the expression of genes encoding relevant nitrate and sulphate transporters
(i.,e. BnNrt and BnSultr, respectively) was studied within the roots of oilseed rape.
Moreover, and because a previous study revealed that there is a great reorientation of S
fluxes towards the roots and that they became the main sink organ for S in case of
transient S limitation (Abdallah et al., 2010), we specifically studied N and S partitioning
and remobilization patterns within this tissue in order to determine how plants can
compensate for a reduced S availability and cope with their requirements for their

vegetative growth and development.
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Figure 31: Experimental design: After one week on demineralized water, plants were grown
during two weeks on high S solution (300 pM SO,?) and were then divided in two groups during
two additional weeks. They were initially supplied either with 300 pM SO, (HS;) or 15 pM SO,>
(LS;). On Day 0, every group was again divided in two groups and treatments were applied during
28 days with either High S solution (300pM SO,%; HS) or Low S solution (15uM SO,%; LS), thus
generating four treatments : HS;-HS; HS,-LS; LS;-HS and LS;-LS. In the meantime, overall
treatments were continuously labelled with 15N and 34S and plants were finally harvested at Day 0,
14 and 28.
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Materials and Methods

Application of S treatments and tissue sampling

Seeds of oilseed rape (Brassica napus L. cv. Capitol) were sterilized by exposure to
80% ethanol for 30 sec followed by 20% sodium hydrochlorite for 20 min. After several
washes in demineralized water, seeds were disposed on plastic tanks with a moist filter
paper under dark conditions. Just after first leaf emergence, seedlings were transferred on
demineralized water for two weeks, (18 seedlings per 12 L-plastic tank) in a greenhouse
with a thermoperiod of 20T (day) and 18T (night). Natural light was supplemented with
phytor lamps (450 pmoles m™. s of photosynthetically-active radiation (PAR) at canopy
height) for 16h. For two additional weeks, seedlings were transferred on hydroponic
solution (18 seedlings per 12 L-plastic tank). The basic nutrient solution contained 0.4 mM
KH,; PO4 , 0.15 mM K;H PO,4, 2 mM KCL , 3 mM CaCL,, 0.2 mM Fe Na EDTA, 14 uM
H3BO3 5 UM MnSOy, 3 uM ZnSOy4, 0.7uM CuSOy, 0.7uM(NH4)sM07024 0.1uM CoCl,. This
basic nutrient solution was renewed weekly and supplemented twice a week with 1mM
KNO3z and 300 uM MgSO, (Figure 31), in order to be in optimal S conditions for growth for
non-vernalized rosette plants (i.e vegetative stage). After four weeks, plants were then
transferred to 4 L plastic pots (one plant per pot), and were divided in two groups in order
to modify the level of their initial S reserves. They were thus initially supplied either with
300 UM SO4* (HS)) or 15 uM SO,* (LS) for 14 days. At this date (i.e. Day O; Fig. 31),
every set was again divided in two groups and treatments were applied during 28 days
with either High S solution (300 uM SO,%; HS) or Low S solution (15 uM SO, LS), thus
generating four treatments: HS-HS; HS-LS; LS;-HS and LS;-LS. In the meantime, overall
treatments were continuously double-labeled with N (2.51% atom excess) and 'S
(2.03% atom excess)

Four plants (i.e. replicates) of each of the four treatments were harvested on Day 0
and after 14 and 28 days of treatment. The whole root system, stems, leaf blades and leaf
petioles were separated and weighed for determination of their fresh matter. All plant
tissues were then frozen in liquid N, and stored at -80T until further isotopic ratio m ass
spectrometry, biochemical and molecular analysis. They were then finally freeze-dried and

ground to a fine powder for dry weight determination (Figure 32)
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Preparation of 3S:

Elemental S enriched in **S (98 % atom excess) was obtained from Trace Sciences
international, France. A digestion procedure using 16.5 N HNO3; was used to convert
elemental S to sulphate according to Zhao et al., (1996) and modified by Abdallah et al.,
(2010). Briefly, 100 mg of elemental S were weighed into a Pyrex digestion tube. Ten mL
of HNO3; were then added. Digestion was carried out in a programmable heating bloc with
temperature rising up to 200C for 2h. This operation was repeated two times. The
different solutions were then recovered and K,CO3 was added.

The remaining solution was transferred to a 100-mL volumetric flask. Analyses of
nitrate and sulphate concentrations in this stock solution were carried out using ion
chromatography (Dionex DX100, CA USA, with conductivity detector). The analysis of the
stock solution presented a final recovery of about 82 % of **S0,* and both nitrate and

sulphate concentrations were taken into account during plants N and S treatments.

Determination of total N and S content

An aliquot of each freeze-dried plant organ (roots, stems, leaf blade and leaf petioles)
was placed into tin capsules for isotopic analysis. The total N (**N, ®N) and S contents
(*?s, 3*S) in plant samples (Figure 33) were determined with a continuous flow isotope
mass spectrometer (Isoprime, GV Instrument, Manchester, United Kingdom) linked to a
C/N/S analyzer (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy):

Total N (Ntot) content in a tissue “i

Ntot ¢ = %N ; x DW ;. / 100

at a given time “t” was calculated as:

15

Natural =~N abundance (0.3663 % + 0.0004) of atmospheric N, was used as a reference

for 15

N analysis. Nitrogen derived from current N uptake (Nupt) in a given organ was
calculated as follows:
Nupt= Ntot x (En (%) / EnSol (%))

where Ey (%) is the atom % 15

15

N excess in a given organ

and EnSol is atom % ~N excess (2.51%) in the nutrient solution

As for N, total S (Stot) content in a tissue “i
Stot i1 = %S i x DW i/ 100

For **S enrichment, the natural isotope abundance of 4.255% was withdrawn to the

at a given time “t” was calculated as:

sample **S abundance, then sulphur derived from current S uptake (Supt) in a given organ

was calculated as follows:
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Supt = Stot x (ES (%) / EsSol (%))

3

where ES (%) is the atom % 4S excess in a given organ

and EsSo| is atom % 348 excess (2,03%) in the nutrient solution

Determination of S and N partitioning and mobilizat ion

On Day 28, N and S partitioning derived from uptake of labeled sources in whole leaf-
blades and roots was expressed as a percentage of whole plant (roots+stems+leaf
blade+leaf petioles) total N or S, respectively (Table IlI).

Thereafter, the remobilized N content (Nmob) from or towards each tissue between
two dates (i.e. Day 28 - Day 0) was calculated by subtracting the N derived from uptake
between these two dates (Nupt) to the change in total N content (Ntot pay 28 — Ntot pay o)
according to the following equation:

NMOoDb (pay 28-pay 0) = (NtOt pay 28 - NtOt pay o) — Nupt

Therefore, positive values of mobilized N represent N that is mobilized towards this tissue
(i.e. imported), while negative values correspond to a net mobilization of N from this tissue
(i.e. exported; Table IlI).

As for N, the mobilized S content (Smob) from or towards each tissue between two
dates (i.e. Day 28 - Day 0) was calculated by subtracting the S derived from uptake
between these two dates (Supt) to the change in total S content (Stot pay 28 — Stot pay o)
according to the following equation:

SMOoDb (pay 28 - pay 0) = (StOt pay 28 — Stot pay o) — Supt
Therefore, positive values of mobilized S represent S that is mobilized towards this tissue

(i.e. imported), while negative values correspond to a net mobilization of S from this tissue

(i.e. exported; Table IlI).

Determination of NO 3 and SO ,> contents

Nitrate and sulphate contents (Figure 35) were measured by extracting 30 mg of
freeze-dried plant material in 1.5 mL of 50% ethanol solution at 40C for 1h. After
centrifugation (20 min, 10 000 g) the supernatant (called S1) was recovered and 1.5 mL of
50% ethanol were added to the pellet. After a new incubation (1h, 40 ) and
centrifugation (20 min, 10 000 g), the remaining supernatant was taken up and added to
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the previous supernatant (S1). All these operations (i.e. incubation and centrifugation)
were repeated twice but now with 1.5 mL ultra-pure water and incubation at 95 . All
supernatants were finally pooled then air-dried for 16 h without heating. The dry residues
containing both nitrate and sulphate were solubilized in 1 mL of ultra-pure water.
Thereafter, nitrate and sulphate contents in the extracts were determined by using ion
chromatography (Dionex DX100, with conductivity detector; Figure 35). The eluent solution
consisted of 1.8 mM Na,CO3 and 1.7 mM Na,HCO3 and was pumped isocratically through
a AS17 guard column.

RNA extraction

Total RNA was extracted from 200 mg of root fresh matter. Frozen samples were
grounded to a fine powder with a pestle in a mortar containing liquid nitrogen. The
resulting powder was suspended in 750 pL extraction buffer (0.1 M Tris, 0.1 M LiCl, 0.01 M
EDTA, 1% SDS (w/v), pH 8) and 750 pLof hot phenol (80C, pH 4). This mixture was
vortexed for 30 sec. and after addition of 750 pl of chloroform / isoamylalcohol (24:1), the
homogenate was centrifuged at 15 000 g (5 min, 4C). The supernatant was transferred
into 4 M LICl solution (w/v) and incubated overnight at 4C. After centrifugation (15 000 g,
30 min, 4C), the pellet was suspended in 250 pL of sterile water. Fifty pL of 3 M sodium
acetate (pH 5.6) and 1 mL of 96% ethanol were added to precipitate the total RNA for 1 h
at - 80C. After centrifugation (15 000 g, 20 min, 4<C), the pellet was washed with 1 mL of
70% ethanol, then centrifuged at 15 000 g for 5 min at 4C. The resulting pellet was dried
for 5 min at room temperature and re-suspended in sterile water containing 0.1% SDS and
20 mM EDTA. Quantification of total RNA was performed by a spectrophotometer at 260
nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le Pecq, France) before Reverse Transcription (RT) and
guantitative PCR (Q-PCR) analysis.

Relative expression of BnNrt.1:1, BnNrt.2:1 and BnS ultr.1 and BnSultr.4 genes
using O-PCR

Q-PCR amplification and relative expression of BnNrt.1.1 and BnNrt.2.1 genes
which are supposed to encode root high and low affinity nitrate transporters, respectively,
were performed as previously described by Leblanc et al., (2008).

Q-PCR amplification and relative expression of plasmalema (i.e. BnSultr.1.1 and
1.2) and tonoplastic (i.e. BnSultr.4.1 and 4.2) sulphate transporters were performed as
previously described by Dubousset et al., (2009) and Abdallah et al., (2010).

55



—@— HS,—HS —O— HS -LS
@ LS, —HS --O0--LS,—LS

407A

32 |4 Whole plant

o T

24

Total biomass (g DW. plant 1)

Time (days)

Figure 32: Changes of (A) whole plant, (B) whole leaf blades and (C) roots total biomass of plants
initially grown either with High S (HS;; solid line) or Low S (LS;; dotted line) and submitted during 28
days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars indicate +
s.e. of the mean for n = 4 when larger than the symbol. Different letters indicate that mean values
are significantly different at a given date between treatments (P<0.05).
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EF1-a gene (Accession no: DQ312264) was used as an internal control gene. For
each sample, the subsequent Q-PCR reactions were performed in triplicate and the
relative expression of the different nitrate or sulphate transporters in each sample were
compared to the control sample (corresponding to control plants (+S) at Day 28) and were
determined with the delta-delta Ct method using the following equation (Livak and
Schmittgen, 2001):

Relative expression =2 —[ACt sample - ACt control at Day 28]

with ACt = Ct gnNrt1.1 or 2.1 orBnsuitr.1.1: 1.2: 4.1: 4.2 - CleFi-a

Where, Ct refers to the threshold cycle determined for each gene in the exponential phase
of PCR amplification. Using this analytic method, relative expression of the different nitrate
or sulphate transporter genes in the control sample at Day 0 was equal to one (Livak and
Schmittgen, 2001), and the relative expressions of other treatments were then compared

to the control at Day 0, on this basis (Figure 36).

Statistical analysis

Results are presented as mean values = S.E. for four replicates (n = 4). The effects of
initial S status and mineral S limitation were determined by ANOVA method, and

according to a comparison of the means (Tukey t-Test), with MINITAB13 on windows
(Minitab Inc, State College, PA, USA). When the normality law of data was not respected,
the non-parametric test of Kruskal - Wallis was used. Statistical significance was
postulated for P < 0.05 and letters indicate that mean values are significantly different at a

given date between treatments.

Results

Whole Plant analysis:

Plant biomass analysis:

Figure 32 presents the influence of initial S status and sulphur availability on whole
plant, whole leaf-blade and root biomasses for High initial S - High S (HS;-HS), High initial
S - Low S (HSi-LS), Low initial S - High S (LS-HS) and Low initial S - Low S (LSi-LS)
plants during the 28 days of the experiment. On Day 0O, overall biomasses of LS; plants
were significantly decreased when compared to HS; plants. During the experiment, whole
plant, whole leaf blade and roots biomasses progressively increased for overall
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Figure 33: Changes of (A) whole plant N and (B) cumulated 1°N uptake and (C) whole plant S and
(D) cumulated 34S uptake of plants initially grown either with high S (HS;; solid line) or low S (LS;;
dotted line) and submitted during 28 days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open
circles) treatments. Vertical bars indicate + s.e. of the mean for n = 4 when larger than the symbol.
Different letters indicate that mean values are significantly different at a given date between
treatments (P<0.05).
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treatments, but LS;-HS whole plant biomass was much more increased and finally reached
values close to that of control plants (i.e. HS-HS) on Day 28 with 32+1.6 g DW.plant™in
average. By contrast, and even if overall biomasses of LS;-LS plants were slightly
increased during the experiment, these biomasses were however significantly reduced by
about 4 fold in average on Day 28, when compared to control plants. At this date, roots
represented 25.6% of whole plant biomass for overall treatments, and were even the

largest for LS;-HS plants.

Whole plant N and °N uptake:

The influence of initial S status and sulphur availability on total N and **N cumulated
uptake was presented in figures 3A and B, respectively. On Day 0, total N content was
significantly lower for LS; plants, when compared to HS; plants (figure 3A). During the
experiment, but to a lower extent for LS;-LS plants, total N content was greatly increased
for overall treatments and reached about 375 mg. plant® in average on Day 28. This
increase was however greater for LS;-HS plants than for control plants. By contrast, total N
content of LS;-LS plants was only slightly increased during the experiment and was thus
reduced by one third, when compared to control plants on Day 28.

For overall treatments, the whole plant cumulated *°N uptake was greatly increased
during the first 14 days of experiment (Figure 33B). Thereafter, the cumulated *°N uptake
solely progressed at the same rate for LS;-HS plants while it was significantly reduced for
all of the other treatments (HS-HS, HS-LS and LS;-LS) in the meantime. Nevertheless, on
Day 28, the whole plant cumulated N uptake was greater for HS plants than for LS

plants, irrespective of their initial S status.

Whole plant S and **S uptake:

Figures 33C and D present the influence of initial S status and sulphur availability on
whole plant total S and 3*S cumulated uptake, respectively. On Day 0, total S content was
approximately 50 mg S. plant™ for HS; plants, against solely about 5 mg S. plant™ for LS;
plants. Thereafter, total S content was increased as a function of mineral S availability.
Grown on low S, total S content was very slightly increased (Figure 33C). This was due to
a negligible 'S uptake of less than 3.7 mg S. plant™ in average, as shown in figure 3D.
Conversely, when plants were grown on high mineral S, their total S content was greatly
increased, according to a massive cumulated 3*S uptake throughout the experiment
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o
o) c b d a
(n'd 14N 14.620.1 5.4+0 21.9+0.2 | -19.2+0.3
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a b c a
(mg.plant-) s2g| 3.2:07 7.3x1.0 | 10.5+0.3 2.1+08
c c b a
= Total N content |411.2+18.1 | 357.6+28.8|443.2+38.9|274.1+29.9
% (mg.plant?) C c b a
ol Total S content |116.8+10.3| 53.1+3.2 | 93.6+0.7 8.8+2.3
Q 14 = 2 b c
5 Total N|-21.2:07 | -20.8:0.2 | -23.7+0 | -34.2+2.0
= remobilization
; b (o3 b a
(mg. plant?) 329 |-11.9+0.2 | -15.8+2.2 | -13.4+0.9 | -4.9+0.3

Table Ill: Day 28 partitioning of 1°N or 34S uptake in whole leaf-blades and roots as % of whole
plant (roots, stems, leaf blade and leaf petioles) 15N or 34S uptake, and total remobilized 14N
(present on Day 0) and 32S (present on Day 0) within whole leaf-blades and roots of oilseed rape
plants, initially grown either with high S (HS)) or low S (LS;) and submitted during 28 days to High
S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles) treatments. Values are given as the mean + s.e.
(n = 4). Different letters indicate that mean values are significantly different between treatments
(P<0.05).
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(Figure 33D). However, this increase was markedly more important for LS;-HS plants
where S content (Figure 33C) was increased by approximately 20 times against solely less
than two times for HS;-HS plants at the end of the experiment. As a consequence, S
deriving from uptake represented 96.1 and 64.7% of total S content for LS;-HS and HS;-HS

plants on Day 28, respectively, against less than 5.7% in average for LS plants.

Whole plant N and S partitioning and remobilization

Table Ill presents the influence of initial S status and mineral S availability on **N and
343 partitioning (derived from uptake) and **N and S (i.e deriving from initial endogenous
N and S present on day 0) remobilization within whole leaf-blades and roots on Day 28, as
well as total N and S amounts and total remobilized N and S at the whole plant level. Other
tissues such as leaf petiols and stems are not given in Table Ill. Irrespective of the
treatment, °N and 'S taken up were mainly partitioned within the leaf-blades, and
secondly within the roots (both tissues thus represented 65 to 85% of whole plant total N
or S). However, and except for N in LSi-LS plants, both *°N and **S partitioning within the
leaf-blades was severely reduced for LS plants, when compared to HS plants. This
reduction was always accompanied by a parallel increase of the partitioning to the roots.
For example, S partitioning in HS;-LS roots reached 26.5%, against solely 15.6% within the
roots of control plants.

Except for **N in LS-HS, leaf blades also always acted as source tissues for **N and
3 (i.e. endogenous initial N and S). Moreover, irrespective of their initial S status, there
was an average 10 fold increase of the N remobilization within the leaf-blades in LS
plants, when compared to HS plants. Except for N of LS-LS plants, this greater
remobilization was mainly at the benefit of the roots, which always acted as a sink tissue
for 1*N or ®2S. Moreover, 43 and even 100% of the total remobilized **N at the whole plant
level were recovered within the roots of LS-LS and HS;-LS plants, against less than 8% for
control plants. For **S, and irrespective of the treatment, almost all of the total remobilized
S at the whole plant level was coming from leaf blades, and the main part of it was then
recovered within the roots on Day 28. The S remobilization to the roots was then increased

by previous (LS;) or following N (HS;-LS) deficiency.
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Figure 34: Changes of (A) roots total N and (B) cumulated 1°N (i.e. deriving from uptake) and (C)
roots total S and (D) cumulated 34S (i.e. deriving from uptake) of oilseed rape plants, initially grown
either with high S (HSi; solid line) or low S (LSi; dotted line) and submitted during 28 days to High
S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars indicate + s.e. (n = 4)
when larger than the symbol. Different letters indicate that mean values are significantly different at
a given date between treatments (P<0.05).



Résultats — Chapitre 11

Roots analysis

Total N, total S and cumulated *°N and 3*S contents:

Figure 34 presents the effect of initial S status and S availability on total N, total S
and cumulated >N and 'S contents within the roots of oilseed rape plants during the 28
days of experiment. At the beginning of the experiment, total N content was 19 mg N.
roots™ in average for all treatments (Figure 34A). This content was then progressively
increased for overall treatments but there was a faster and greater increase for HS plants
than for LS plants during the first 14 days of experiment. Then, this increase remained
greater for LS;-HS plants than for other treatments. These overall results were confirmed
by the dynamics of °N content (i.e. deriving from recent N uptake), where it was
significantly higher for plants grown on high S than on low S (Figure 34B). Moreover, more
than 90% of total N found in the roots was finally deriving from recent N uptake for HS
plants, against less than 60% for LS plants.

Roots S content was 6 fold lesser for LS; plants than for HS; plants on day O.
Thereafter, and except for LSi-LS plants where it was kept rather constant over time, root
S content was greatly increased for overall treatments during the experiment (Figure 34C).
However, it was much more increased for LSi-HS plants than for control plants and roots S
content therefore reached values not significantly different from control plants.

As expected, roots **S content showed a positive and constant increase for plants
grown with high mineral S, but there was no significant difference between HS; or LS;
plants (Figure 34D). In the meantime, it remained to a negligible level for plants grown with
low mineral S availability. Therefore, roots **S content was 13 fold greater for HS plants
than for LS plants on day 28. Overall data from Figures 34C and D shows that the faster
increase of S content in roots was achieved by internal S remobilization rather than by an
increased 3*S uptake.

Nitrate, sulphate and amino acids content:

The influence of initial S status and S availability on the kinetics of both nitrate-N,
sulphate-S and amino acids contents within the roots of oilseed rape are presented on
Figure 35A, B and C, respectively. On Day O, root nitrate-N content was almost 4 times
greater for LS; than for HS; plants and represented less than 4% of total N (according to

Figure 35A). Thereafter, and irrespective of the initial S status, roots nitrate-N content was
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Figure 35: Changes of (A) nitrate-N, (B) sulphate-S and (C) amino acids contents in roots of
oilseed rape plants initially grown either with high S (HS)) or low S (LS;) and submitted during 28
days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars indicate +
s.e. (n = 4) when larger than the symbol. Different letters indicate that mean values are significantly
different at a given date between treatments (P<0.05).
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fastly and severely reduced when plants were grown on high S. However, it was increased
by 52.6% between Day 0 and Day 28 for LS-LS plants.

Conversely, and when compared to LS; plants where it was close to negligeable
values, roots sulphate-S content was greater for HSi plants on Day 0 (Figure 35B). On this
date, sulphate-S content even represented 44% of root total S for HS; plants, against
solely 12% for LS; plants. During the experiment and irrespective of the S availability, root
sulphate-S content was reduced for HS; plants but this decrease was greater for HS-LS
plants. In the meantime, roots sulphate-S content was greatly increased for LS;-HS plants,
whereas it remained stable and close to negligible values for LSi-LS plants. As a
consequence, and despite very different initial values, roots sulphate-S content was similar
for plants grown on HS on Day 28 with 1.7 mg S-SO4*. g™ DW on average. Overall, when
all treatments are considered together, nitrate was accumulated in the roots at value
higher than 0.3 mg N-NO3.g™* DW, only when sulphate concentrations were below 0.2 mg
S-S0,%.g'DW.

On Day 0, amino acids content was almost two fold greater for LS; plants than for
HS; plants. Thereafter, and except for LS;-LS plants where it remained constant, amino
acids content was decreased during the experiment, and more particularly for LS-HS
plants. On Day 28, despite greater initial values, it was therefore not significantly different
from control plants. On this date, root amino acids content was greater for LS than for HS
plants, irrespective of their initial S status.

Relative expression of nitrate and sulphate transpo rters

The influence of initial S status and mineral S availability on the kinetics of both
nitrate (BnNrt.1;1 and BnNrt.2.1) and sulphate plasmalema root transporters (BnSultr.1;1
and BnSultr.1;2) as well as on sulphate tonoplastic root transporters (BnSultr.4;1 and
BnSultr.4;2) are reported on Figure 36. During the first 14 days of treatment, and except
for control plants (i.e. HS;-HS) where it remained significantly unchanged, there was a
progressive decline in the expression pattern of BnNrt.1;1 for overall treatments, when
compared to values measured on Day O (Figure 36A). This decline was however more
important for LS-HS plants where there was a 4 fold decrease, against less than one third
in average for others. Thereafter, the relative expression of the root plasmalema nitrate
transporter BnNrt.1;1 was nearly constant for overall treatments.

On Day 0, the relative expression of the root plasmalema nitrate transporter

BnNrt.2;1 was decreased in LS; plants. Then, except for LS;-LS plants where it was nearly
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Figure 36: Relative expression of root nitrate transporters (A) BANRTL1.1, (B) BANRT1.2 and root
sulphate transporters (C) BnSultrl.1, (D) BnSultrl.2 (E) Bnsultr4.1 and (F) BnSultr4.2 in oilseed
rape plants, initially grown either with high S (HS)) or low S (LS;) and submitted during 28 days to
High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars indicate £ s.e. (n
=4) when larger than the symbol. Values are given as the mean + s.e. (n = 3) of Q-PCR analysis
and are expressed relatively to the Day 28 value observed for control plants (i.e. HSi — HS).
Different letters indicate that mean values are significantly different at a given date between
treatments (P<0.05).
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constant over time, there was an increase of the relative expression of BnNrt.2;1 for
overall treatments (Figure 36B). This increase was however far more important for LS;-HS
plants when compared to other treatments. When compared on Day O, the relative
expression of BnNrt.2;1 was thus increased of more than 10 times after 14 days, against
solely 2 to 3 times for HS;-HS or HS;-LS plants.

Lastly, when compared to the relative expression observed for HSi plants on Day 0,
there was a significant increase for overall sulphate transporters (Figures 36C, D, E and
F). This increase was even close to 6000 times for BnSultr.1;1, which was the most
induced sulphate transporter amongst all on Day 0. Thereafter, and except for BnSultr.4;1
where it was nearly constant over time, there was a progressive decrease of the relative
expression of overall sulphate transporters for LS-LS plants. Conversely, there was a
significant and progressive induction of the relative expression of overall transporters for
HSi-LS plants. For example, BnSultr.1;1 relative expression increased by nearly 2000
times between Day 0 and the end of the experiment (Figure 36C). Lastly, the relative
expression of overall plasmalemic and tonoplastic sulphate root transporters was greatly
and fastly reduced for LS; plants grown on high S. As a consequence, and except for
BnSultr.4;1 where there was only a 50% decrease, the relative expression of overall root
sulphate transporters was severely decreased to negligible values after only 14 days of

experiment.

Discussion

It is generally admitted that S limitation has negative consequences on seed yield
and quality (Janzen and Bettany, 1984; Scherer, 2001) in winter oilseed rape (Brassica
napus L.) and induces a broad range of physiological and molecular adaptations (Parmar
et al., 2007; Koralewska et al., 2009), like an optimization of both sulphate uptake and
utilization (Hawkesford and De Kok; 2006), as well as an increase of S reserves
remobilization from vegetative tissues (Dubousset et al., 2009; Abdallah et al., 2010). Soill
S concentration fluctuation, also affected by S fertilizers, may generate situations where
plants are confronted to variable S availability, that may be favourable or not to S uptake,
storage and mobilization. Therefore, the present experiment was designed in order to
obtain plants with high (HS;) or low (LS;) S reserve followed by a period of extended S
limitation (LS) or sufficient S availability (HS). Biomass production, >N and **S uptake and
expression of genes encoding relevant root nitrate and sulphate transporters, as well as N

and S partitioning and remobilization were assessed
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S limitation modifies plant initial S status :

When plants were initially (i.e two weeks before Day 0) grown with low sulphate
availability, this resulted in a significant decrease of whole plant biomass (Figure 32) and
whole plant total N and S contents (Figure 33), as previously reported (McGrath and Zhao,
1996; Blake-Kalff et al., 1998; Fismes et al., 2000; Hawkesford and De Kok, 2006). As a
consequence, overall results clearly show that when oilseed rape plants were initially S-
limited during two weeks, this resulted in a large modification of the initial plant S status,
and more precisely of the initial level of S reserves (mainly as sulphate, which represents
almost 85% of whole plant total S for control plants; Figures 33 and 35). In the meantime,
both total S and sulphate-S contents were also severely decreased within the roots on Day
0 (sulphate accounting for 10.4% of root total S, against 52.3% for plants grown on High S;
Figure 35). In these LS; plants, all sulphate tranporter genes were up regulated (Figure
36), while the root nitrate high affinity transporter was down-regulated, probably as a result
of an increase of root amino acid contents (Figure 35C).

A low initial S status increased N and S uptake und er ample supply

With depleted initial S reserves (i.e. LS; plants), whole plant, whole leaf-blades and
roots biomass production (Figure 32), as well as plant total N and S (Figure 33A and B)
were significantly increased during the experiment when plants were grown on High S.
This was mainly achieved according to the large increase of N and particularly %S
uptake (Figure 33C and D), which was concomitant with higher gene expression levels of
roots plasmalema sulphate transporters (Figure 36C and D), This indicates a possible de-
repression mechanism, probably mediated by O-acetyl-serine (OAS) as previously
reported by Koralewska et al., (2007). Conversely, genes encoding roots nitrate
transporters were either unaffected (low affinity, Figure 36A) or repressed (high affinity,
Figure 36B) in plants with depleted initial S reserves. This repression could be triggered by
a higher root amino acid content. Several studies already demonstrated that amino acids,
as end-products of the N assimilatory pathway, can repress the expression of high affinity
nitrate transporters (Touraine et al., 2001; Forde, 2002; Beuve et al., 2004; Schatchtman
and Shin, 2007, Gojon et al., 2009). Our study show that S deficiency increased root
amino acid content and when S is again supplied, BnNrt2.1 gene expression as well as
nitrate uptake (Figure 33B) were then de-repressed, with a concomitant decrease of amino
acid content in roots (Figure 35C).

Consequently, with low initial S status but grown on High S, oilseed rape has an

increased S uptake capacity (Figure 33D), which allows maximum growth and
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development as well as a rather complete replenishment of S reserves (mainly as
sulphate, Figure 35B) within the different plant tissues. Moreover, most of the sulphate
taken up by the roots was distributed within the shoot (Table Ill), where it represented
more than 80% of total S in young leaf-blades (data not shown). Therefore, sulphate could
be further used as a transient store of S for the future needs of the plant for example
during reproductive development during which S is required for seed filling (Dubousset et
al., 2009).

The present study also revealed that plant total N content (Figure 33A), cumulated N
taken up (Figure 33B) and BnNrt2.1 de-repression were increased for plants which had
depleted initial S reserves (Figure 33A and B) but further grown with ample S supply. It is
usually reported that S availability may influence N use efficiency (NUE) of oilseed rape
and vice-versa (Schnug et al., 1993; Fismes et al., 2000), indicating that mineral S and N
availabilities closely interact on S and N management by the plant (Kopriva and
Rennenberg, 2004). Hesse et al., (2004) also reported that sulphur interacts with nitrogen
in such a way that the lack of one reduces the uptake and assimilation of the other. Under
these conditions, the increased S uptake and assimilation would have certainly led to an
increased de novo synthesis of S-containing amino-acids and, as a consequence, of an
increased proteic synthesis which thus led to decrease the root amino acids contents. This
decrease of root amino acid concentration, according to their associated regulatory control
on N uptake transporters, could explain the highest N uptake (Gojon et al., 2009).

Low S availability can be compensated for by high i nitial S status

With High initial S status, the limitation of S supply led to a strong limitation of whole
plant S uptake (Figure 33D) and to a concomitant induction of overall roots plasmalema
sulphate transporters (Figure 35), but without significant S uptake (Figure 33D). For
example, BnSultr.4;1 relative expression was increased from about 2000 times between
day 0 and the end of the experiment (Figure 35C). Several authors already reported such
de-repression of sulphate transporters genes in plants grown under S limited conditions
(Maruyama-Nakashita et al., 2004; Buchner et al.; 2004 and Parmar et al., 2007).
However, in our experimental conditions, plant growth remained surprisingly unchanged
(Figure 31A). This was mainly achieved by a larger remobilization of S reserves at the
whole plant level (Table IIl) and by the subsequent depletion of sulphate pools, for
example from the roots (Figure 35B), when compared to control plants. However, despite

sulphate depletion within the roots, there was a 2 fold increase of **S remobilization to the
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roots until day 28 (Table I1ll), in order to compensate for S limitation and biomass
production.

As a consequence, our results clearly show that winter oilseed rape, with high initial
S reserves, can easily compensate for a transient S limitation, mainly through a
remobilization of S reserves and a redistribution of S fluxes towards growing tissues like
young leaves (data not shown) or roots. This also allows an optimal growth like for control

plants.

Low initial S status affects N metabolism when plan ts are S limited

With low initial S reserves and grown on low S, and despite an overall induction of S
uptake transporters, there was few S uptake and overall S reserves, mainly sulphate, were
already depleted in all plants tissues. As a consequence, whole plant total remobilized **S
was 2 fold reduced and leaf blade remobilization towards the roots was also significantly
reduced, when compared to control plants (Table Ill). These overall processes therefore
severely affected whole plant biomass production. However, irrespective of their initial S
status, there was an average 10 times greater increase of the **N remobilization within the
leaf blades of S limited plants, when compared to HS plants (Table 1ll). Our study also
showed that the relative expression of BnNrt.2;1, a gene supposed to encode root
plasmalemma high affinity nitrate transporter, is under permanent repression (Figure 36B)
probably as a result of a root amino-acid concentration that was maintained to its highest
value (Figure 35C). It could be easily suggested, even if individual amino-acids were not
analyzed, that it was the result of an accumulation of non S-containing amino acids like
glutamine or asparagine, related to a reduced protein synthesis.

It was also found that root nitrate-N content was almost 4 times greater for LS; than
for HS; plants (Figure 35A). Thereafter, and irrespective of the initial S status, root nitrate-
N content was fastly and severely reduced when plants were grown on High S.
Conversely, it was increased by about 50% during the experiment for LS;-LS plants. In
Brassicaceae, it was demonstrated that a sub-optimal S nutrition results in large
accumulations of nitrate (Schnug, 1990; McGrath and Zhao, 1996). Nitrate and sulphate
concentrations in roots followed opposite changes, being increased and decreased by low
S supply, respectively (Figure 35). To our knowledge, this has never been described
previously but it could be the results of a compensatory process due to their involvement in
the osmotic potential of root cells as shown for example in Lolium perenne L. between
nitrate and chloride (Ourry et al., 1989). Alternatively, this nitrate accumulation could be

the result of a lower nitrate reductase activity, as already suggested by Reuveny et al.,
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(1980), who reported that a deficiency of sulphur represses nitrate reductase activity even

in the presence of an adequate supply of nitrate.
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Résumeé

Bien que le colza soit une plante considérée comme sensible a une limitation en
soufre (S), trés peu d'études ont évalué l'impact du niveau initial en réserves S sur la
remobilisation des composés N-S des feuilles et la dynamique de la sénescence foliaire.
En conséquence, les impacts de fortes ou de faibles réserves initiales en S, combinées
ensuite a de fortes ou de faibles disponibilités en S, ont été étudiées en utilisant une
méthode de double marquage *°N et **S associée a une étude de I'expression génique
des transporteurs de sulfate tonoplastiques (BnSultr4; 1 et BnSultr4; 2) et d’un indicateur

moléculaire de la progression de la sénescence foliaire (BnSAG12/BnCab).

Les plantes avec un statut initial faible en S, alimentées de fagcon optimale en S, ont
présenté une croissance optimale similaire aux plantes témoins (toujours alimentées de
facon optimale en S). En outre, en réponse a une limitation en S, la teneur en protéines
solubles, en S total, en S récemment absorbé (i.e. **S) et la teneur en sulfate dans les
feuilles les plus agées ont diminué alors que l'expression des genes codant des
transporteurs de sulfate tonoplastiques est induite. Toutefois, par rapport aux plantes
témoin, la limitation en S a retardé la sénescence des feuilles (retard de I'expression de
BnSAG12 et BnCab, réduction plus lente de la teneur en protéines des feuilles). Ces
données suggérent qu’en réponse a une limitation en S, les plantes avec de forts niveaux
initiaux en réserves S ont été en mesure de soutenir une croissance optimale des feuilles
en augmentant la remobilisation de N et de S endogenes, indépendamment du processus
de sénescence foliaire. En revanche, si ces plantes limitées en S n’avaient pas de
réserves initiales en S suffisantes, la remobilisation foliaire de N et de S n'a pas été

suffisante pour leur permettre une croissance optimale.

En conclusion, notre étude a montré que le colza est transitoirement en mesure de
faire face a une limitation en S en augmentant la remobilisation du S et en retardant la
sénescence des feuilles, alors que ces deux processus sont habituellement augmentés

dans les feuilles agées carencées en N.

Mots-clés : Soufre, Azote, Sénescence, Transporteurs de Sulfate, Mobilisation.
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Abstract

Winter oilseed rape is sensitive to S limitation however, no or little studies clearly
assessed the impact of initial S reserves on the remobilization of leaf N-S compounds and
leaf senescence dynamics in S limited plants. As a consequence, the impacts of high or
low initial S reserves, further cross-combined with either high or low S availabilities, were
examined on these parameters using a *°N and **S double-labelling method associated
with a study of gene expression of relevant tonoplastic sulphate transporters (BnSultr4;1
and BnSultr4;2) and leaf senescence indicator (BnSAG12/BnCab).

Plants with high initial S status under S limitation showed an optimal growth similar
to control plants under permanent optimal S supply. Moreover, in response to S limitation,
leaf soluble proteins contents, total S, S recently taken up (i.e. **S) and sulphate contents
in oldest leaves declined and expression of genes encoding tonoplastic sulphate
transporters were up-regulated. However, compared to control plants, S limitation delayed
leaf senescence (delayed response of BhSAG12 and BnCab genes expression, slower
decreased of leaf protein content). These data suggested that in response to S limitation,
plants with high initial S were able to sustain optimized leaf growth by increasing
endogenous N and S remobilization independently of leaf senescence process. In
contrast, if these low S plants had no initial S reserves, leaf N-S remobilization was not
sufficient to allow optimal growth.

As a conclusion, our study showed that oilseed rape is transiently able to cope with
S limitation by increasing S remobilization and by delaying leaf senescence, while these

processes are usually increased in older leaves under N shortage.

Key-words: Sulphur, Nitrogen, Senescence, Sulphate transporters, Mobilization.
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Introduction

During the last decade, and because of its wide use for many purposes (oll,
alternative fuel, animal food...), winter oilseed rape (Brassica napus L.) has become the
major crop for oil production in the European Union, and one of the three major oil crop
worldwide (Howlett et al., 2001). Like many other Brassicaceae, oilseed rape requires high
amounts of sulphur (S), which is mainly taken up from the soil as sulphate (SO,%) or, to a
much lesser extent, as sulphur dioxide (SO,) and hydrogen sulphide (H,S) gases from the
atmosphere (Zhao et al., 1997; Blake-Kalff et al., 1998). However, during the last three
decades, the -80% reduction of industrial atmospheric pollution in Western Europe has
resulted in a decrease of soil S availability (Scherer, 2001; McNiell et al., 2005), as well as
seed yield and quality (Janzen and Bettany, 1984; McGrath and Zhao, 1996; Scherer,
2001).

The uptake of sulphate by the root and its subsequent assimilation and distribution
within the plant are modulated by plant S status and S demand for growth (Hawkesford
and De Kok, 2006). Under S limitation, there is also a combination of morphological (i.e.
increased root development for soil prospection) and molecular modifications (i.e. sulphate
transporters induction for enhanced S uptake capacity; Kopriva and Koprivova 2004;
Hawkesford and De Kok, 2006). An efficient re-orientation of S reserves fluxes (mainly as
sulphate) to the roots from shoot tissues, and more specifically from mature leaves, also
occur (Abdallah et al., 2010a). With sufficient S-reserves, this can eventually lead to an
optimized growth which remain unchanged, when compared to plants grown under non
limiting S conditions (Dubousset et al., 2009; Abdallah et al., 2010a, b). However, with
depleted initial sulphate-S reserves and under S limitation, it has not been clearly shown if
the plant has an increased proteolysis, which can finally affect biomass production.

In parallel, it has also long been reported that leaves emerging during vegetative
development (i.e. rosette stage) represent a major store of N and S nutrients that can be
hardly remobilized to sustain growth of reproductive tissues, as already shown for nitrogen
in winter oilseed rape (Schjoerring et al., 1995; Rossato et al., 2001; Noquet et al., 2004,
Malagoli et al., 2005a). This N remobilization from leaves to sink growing tissues is mainly
achieved according to an intense proteolysis (Hortensteiner and Feller, 2002; Zimmerman
and Zentgraf, 2005; Tilsner et al., 2005). However, to our knowledge, under S limitation,
few works have reported that the remobilization of S reserves was accompanied by an
increased proteolysis. Therefore, understanding the mechanisms associated to the

regulation of leaf proteolysis leading to an efficient protein remobilization for the
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maintenance of sink strength is a prerequisite for improving S recycling and subsequently
S use efficiency in oilseed rape.

An efficient remobilization of previously stored leaf N-S compounds is yet mainly
achieved according to leaf senescence processes (Noodén et al., 1997; Gan and
Amasino, 1997; Yoshida, 2003). However, initiation and dynamics of leaf senescence
greatly depends on leaf age but can also be modulated by different biotic or abiotic factors
(Buchanan-Wollaston, 1994; Noh and Amasino 1999; Pourtau et al., 2004). For instance,
environmental factors such as mineral N limitation (Smart et al., 1995; Gombert et al.,
2006; Etienne et al., 2007) or drought conditions (Thomas and Stoddart, 1980) may
accelerate the initiation of leaf senescence and lead to many subcellular changes (Matile,
1982; Diaz et al., 2005). For example, an efficient senescence results in the mobilization of
more than 70% of leaf proteins, with a preferential proteolysis of plastidial proteins such as
RuBisCO (Srivalli et al., 2001). Moreover, N mobilization processes associated with
senescence involve cysteine and serine proteases (Srivalli et al., 2001, Buchanan-
Wollaston and Ainsworth 1997; Guevara et al., 2001). Many senescence associated genes
(i.e. SAGSs) encoding proteases are induced during leaf senescence such as BnSAG12-1
and BnSAG12-2 in oilseed rape (Noh and Amasino, 1999). However, very few works have
reported that S limitation may modulate leaf senescence (Dubousset et al., 2009). In spite
of this observation, no or little studies also aimed to determine if the S remobilization
observed in response to contrasted initial S reserves and further S limitation are related to
the enhancement of leaf senescence processes, as commonly observed for mineral N
limitation (Smart et al., 1995; Gombert et al., 2006; Lim et al., 2007).

Therefore, the main goals of this study were to determine the impact of initial S
reserves and further S limitation on N and S remobilization from old, mature and young
leaves, previously suggested to export large amounts of S during the rosette stage
(Parmar et al., 2007). Firstly, to evaluate the level of leaf S and N remobilization, a double-
labelling **S0,* and NO5; method was designed. Secondly, and because sulphate is
mainly stored in the leaf vacuoles and is the most important source of S in leaf of oilseed
rape (Blake-Kalff et al., 1998), the survey of S redistribution was also combined with a
study of the gene expression levels of BnSultr4;1 and BnSultr 4;2, which are known to
code relevant sulphate transporters involved in sulphate efflux from the vacuole (Kataoka
et al., 2004). Lastly, to assess whether S remobilization in response to contrasted initial S
status and further S limitation is associated with leaf senescence processes, we studied
the dynamics of the leaf senescence using the BnSAG12/BnCab indicator previously
developed by Gombert et al., 2006.

70



1 mM KNO,

v

Sampling
(5 Leaf ranks on plant)

lsoo uM SO,> (HS-HS)
300 uM SO,> (HS)) ‘ '

Sol!ving 14 days

15 M SO,> (HS-LS)
1

water 300 uM SO,*
14 days ' g days 300 pM 8O,* (LS;-HS)
15 UM SO,2  (LS) ! !

15uM SO,> (LS-LS)
1 1
Day 0 Day 14 Day 28

®NO; and S0, labelling

Figure 37: Experimental design: After one week on demineralized water, plants were grown
during two weeks on high S solution (300 pM SO,?) and were then divided in two groups during
two additional weeks. They were initially supplied either with 300 pM SO, (HS;) or 15 pM SO,>
(LS;). On Day 0, every group was again divided in two groups and treatments were applied during
28 days with either High S solution (300pM SO,%; HS) or Low S solution (15uM SO,%; LS), thus
generating four treatments : HS;-HS; HS,-LS; LS;-HS and LS;-LS. In the meantime, overall
treatments were continuously labelled with 15N and 34S and plants were finally harvested at Day 0,
14 and 28.



Résultats — Chapitre 111

Materials and Methods

Application of S treatments and tissue sampling

Seeds of oilseed rape (Brassica napus L. cv. Capitol) were sterilized by exposure to
80% ethanol for 30 sec followed by 20% sodium hydrochlorite for 20 min. After several
washes in demineralized water, seeds were disposed on plastic tanks with a moist filter
paper under dark conditions. Just after first leaf emergence, seedlings were transferred on
demineralized water for two weeks, (18 seedlings per 12 L-plastic tank) in a greenhouse
with a thermoperiod of 20C (day) and 18T (night). Natural light was supplemented with
phytor lamps (450 pmoles m™. s of photosynthetically-active radiation (PAR) at canopy
height) for 16h. For two additional weeks, seedlings were transferred on hydroponic
solution (18 seedlings per 12 L-plastic tank). The basic nutrient solution contained 0.4 mM
KH,; PO4 , 0.15 mM K;H POg4, 2 mM KCL , 3 mM CaCL,, 0.2 mM Fe Na EDTA, 14 uM
H3BO3 5 UM MnSOy, 3 UM ZnSO,, 0.7uM CuSO,, 0.7uM(NH,)sM07024 0.1uM CoCl,. This
basic nutrient solution was renewed weekly and supplemented twice a week with 1mM
KNO3z;and 300 uM MgSQ, (Figure 37), in order to be in optimal S conditions for growth for
non-vernalized rosette plants (i.e vegetative stage). After four weeks, plants were then
transferred to 4 L plastic pots (one plant per pot), and were divided in two groups in order
to modify the level of their initial S reserves. They were thus initially supplied either with
300 pM SO.* (HS)) or 15 uM SO, (LS)) for 14 days. At this date (i.e. Day O; Fig. 37),
every set was again divided in two groups and treatments were applied during 28 days
with either High S solution (300 pM SO4*; HS) or Low S solution (15 uM SO, LS), thus
generating four treatments: HS-HS; HS-LS; LS;-HS and LS;-LS. In the meantime, overall
treatments were continuously double-labeled with °N (2.51% atom excess) and *S
(2.03% atom excess)

Four plants (i.e. replicates) of each of the four treatments were harvested on Day 0
and after 14 and 28 days of treatment. The whole root system, stems, leaf blades and leaf
petioles were separated and weighed for determination of their fresh matter. Leaf blade
greenness was also determined according to the SPAD 502 (Minolta, Tokyo, Japan). All
plant tissues were then frozen in liquid N, and stored at -80T until further isotopic,
biochemical and molecular analysis. They were then finally freeze-dried and ground to fine

powder for dry weight and N and S determination (Figures. 38, 39 and 41)
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Preparation of 3*S and determination of N and S contents and remobil ization :

Elemental S enriched in 'S (98 % atom excess) was obtained from Trace Sciences
international, France. A digestion procedure using 16.5 N HNO3; was used to convert
elemental S to sulphate according to Zhao et al.,, 1996 and modified by Abdallah et al.
(2010a).

An aliquot of each plant organ (roots, stems, leaf-blade and or leaf petioles) was
placed into tin capsules for isotopic analysis. The total N (**N, **N) and S contents (**S,
33) in plant samples were determined with a continuous flow isotope mass spectrometer
(Isoprime, GV Instrument, Manchester, United Kingdom) linked to a C/N/S analyzer
(EA3000, Euro Vector, Milan, Italy):

Total N (Ntot) content in a tissue “i

Ntot ¢ = %N ; x DW ;. / 100

at a given time “t” was calculated as (figure 3A):

15

Natural =~N abundance (0.3663 % + 0.0004) of atmospheric N, was used as a reference

for 15N analysis.
Nitrogen derived from current N uptake (Nupt) in a given organ was calculated as follows
(figure 3B):

N upt= Ntot x (E (%) / EnSol (%))

where E (%) is the atom % 15

15

N excess in a given organ

and EnSol is atom % N excess (2.51%) in the nutrient solution

As for N, total S (Stot) content in a tissue “i” at a given time “t” was calculated as (figure
5A):
Stot it= %S it X DW it

For *'S enrichment, the natural isotope abundance of 4.255% was withdrawn to the
sample **S abundance, then sulphur derived from current S uptake (Supt) in a given organ
was calculated as follows (Figure 41B):

Supt = Stot x (ES (%) / Essol (%))

where ES (%) is the atom % 34

3

S excess in a given organ

and Esso] is atom % 48 excess (2.03%) in the nutrient solution

The remobilized **N content (Nmob) from or towards each tissue between two dates

(i.,e. Day 28 - Day 0) was calculated by subtracting the N derived from uptake between
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these two dates (i.e. cumulated N taken up; Nupt) to the change in total N content (Ntot pay
28 — Ntot pay o) according to the following equation:

NMOob (pay 28-pay 0) = (NtOt pay 28 - NtOt pay o) — Nupt

Therefore, positive values of mobilized N represent N that is mobilized towards this tissue
(i.e. imported), while negative values correspond to a net mobilization of N from this tissue
(i.e. exported; Table 1V).

As for N, the mobilized **S content (Smob) from or towards each tissue between two
dates (i.e. Day 28 - Day 0) was calculated by subtracting the S derived from uptake
between these two dates (i.e. cumulated S taken up; Supt) to the change in total S content
(Stot pay 28 — Stot pay o) according to the following equation:

Smob (pay 28 - pay 0) = (Stot pay 28 - Stot pay o) — Supt
Therefore, positive values of mobilized S represent S that is mobilized towards this tissue

(i.e. imported), while negative values correspond to a net mobilization of S from this tissue

(i.e. exported; Table 1V).

Determination of sulphate, total amino acids and so luble proteins contents

Sulphate and total amino acids contents were measured by extracting 30 mg of
freeze-dried plant material in 1.5 ml of 50% ethanol solution at 40C for 1h. After
centrifugation (20 min; 10 000 g) the supernatant (called S1) was recovered and 1.5 mL of
50% ethanol were added to the pellet. After a new incubation (1h; 40 €) and
centrifugation (20 min; 10 000 g), the remaining supernatant was taken up and added to
the previous supernatant (S1). All these operations (i.e. incubation and centrifugation)
were repeated twice but with 1.5 mL ultra- pure water and incubation at 95 . All
supernatants were finally pooled then air-dried for 16h without heating. The dry residues
containing sulphate and total amino acids were solubilized in 1 mL of ultra- pure water.
Thereafter, sulphate concentrations in the extracts were determined by using ion
chromatography (Dionex DX100, with conductivity detector). The eluent solution consisted
of 1.8 mM Na,CO3 and 1.7 mM Na;HCO3; and was pumped isocratically over an AS17
guard column (Figure 42B). Total amino-acids content was analysed by spectrophotometry
at 570 nm using a ninhydrin assay (80 mg SnCl, in 50 mL citrate buffer at 200 mM, pH 5.0,
mixed with 2 g ninhydrin in 50 mL dimethyl sulfoxide; Figure 40B).
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Lastly, soluble proteins were extracted from 200 mg FW of frozen leaf blade samples,
mechanically crushed with 500 uL of citrate Na-phosphate buffer (20 mM citrate and 160
mM Na,HPO,, pH 6.8). The homogenate was centrifuged at 12 000 g, 4 € for 1 h and the
resulting supernatant was used to determine the concentration in soluble protein contents
by protein—dye staining (Bradford, 1976), using bovine serum albumin (BSA) as standard,

with three replicates for each sample (Figure 40A).

RNA extraction, reverse transcription (RT) and semi -quantitative PCR analysis

Total RNA was extracted from 200 mg of leaf blade fresh matter as previously
mentioned by Abdallah et al., (2010a). For RT, 1 ug of total RNA was converted to cDNA
with ‘iScript cDNA synthesis kit’ according to the manufacturer’s protocol (Bio-Rad, Marne-
la-Coquette, France). Semi-quantitative PCRs were obtained using specific primers for
BnCab gene (LHB1B2, Accession no: DQ355993) and primers shared by BnSAG12-1
(Accession no: AF089848) and BnSAG12-2 (Accession no: AF089849) genes. EF1l-a
gene (Accession no: DQ312264), was used as an internal control gene (Nicot et al., 2005;
Etienne et al., 2007). PCRs were performed with Qbiogene Taq polymerase (MP
Biomedicals, Illkirch, France) according to the manufacturer’s protocol. From each sample,
three RT reactions were made, followed by two independent PCRs, and the corresponding
data did not show significant variation of the steady-state transcript level, indicating that

the PCR method was greatly reproducible.

Quantitative-PCR (Q-PCR) analysis

Q-PCR amplification and relative expression of tonoplastic (i.e. BnSultr.4.1 and 4.2)
sulphate transporters were performed as previously described by Dubousset et al. (2009)
and Abdallah et al. (2010a). Lastly, the rate of senescence progression was studied using
the method developed by Gombert et al. (2006). On day 28, for each plant, BhSAG12 and
BnCab gene expression levels were followed as a function of leaf rank, and their
expression levels were expressed as a percentage of the maximum of both transcripts
obtained in overall studied leaf ranks.

For each sample, the subsequent Q-PCR reactions were performed in triplicate and
the relative expressions in each sample were compared to the control sample
(corresponding to control plants (+S) on Day 28) and were determined with the delta-delta
Ct method using the following equation (Livak and Schmittgen, 2001):
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Relative expression =2 —[ACt sample - ACt control at Day 28]

with ACt = Ct gnnrt1.1 or 2.1 orBnSultr.1.1; 1.2; 4.1; 4.2 - Cler1-a

where Ct refers to the threshold cycle determined for each gene in the exponential phase
of PCR amplification. Using this analytic method, relative expression of the different genes
in the control sample on Day 28 was equal to one (Livak and Schmittgen, 2001), and the
relative expressions of other treatments were then compared to the control on Day 28, on
this basis (Figures 42 and 43).

Statistical analysis

Results are presented as mean values + s.e. for four replicates (n = 4). The effects of initial
S status and mineral S limitation were determined by ANOVA method, and according to a
comparison of the means (Tukey t-Test), with MINITAB13 on windows (Minitab Inc, State
College, PA, USA). When the normality law of data was not respected, the non-parametric
test of Kruskal - Wallis was used. Statistical significance was postulated for P < 0.05 and
letters indicate that mean values are significantly different at a given date between

treatments.

Results

Whole plant and leaf biomass:

Figure 38 presents the influence of initial S status and limited sulphate availability on
whole plant, whole leaf blade and leaf blade biomasses of leaf ranks #5, 7 and 9 for High
initial S - High S (HS;-HS, control plants), High initial S - Low S (HS;-LS), Low initial S -
High S (LSi-HS) and Low initial S - Low S (LS-LS) plants during the 28 days of the
experiment. On day 0, overall biomasses of LS; plants were significantly lower by about
50% than HS; plants (Figure 38A). Thereafter, whole plant and whole leaf blade biomasses
progressively increased for overall treatments during the experiment. Nevertheless,
despite reduced initial values, LSi-HS biomass reached values close to that of control
plants (i.e. HS-HS) on day 28. Conversely, and even if overall biomasses of LSi-LS plants
were rather increased during the experiment, these biomasses were yet reduced by more
than 2 fold on day 28, when compared to control plants, with 9.3+0.3 against 31.6£3.1 g
DW. plant™ for LSi-LS and control plants, respectively.

Leaf-blade (LB) biomass of three different leaf-ranks, corresponding to old, mature

and young leaves (i.e. LB #5, 7 and 9, respectively) was also monitored in response to
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initial S status and S availability (Figure 38C). Except for young leaves, LB biomasses of
LS; plants were significantly decreased by about 50% in average when compared to HS;
plants on day 0. Thereafter, and except for the oldest leaves (i.e LB#5) where they
remained relatively constant (or even greatly decreased for LS-LS plants) after day 14,
these biomasses were greatly increased during the experiment for overall treatments,
according to leaf expansion and growth.

The effects of initial S status and sulphate availability on the changes of the leaf
greenness (SPAD values, which could be mainly related to chlorophyll content) are
presented for LB #5, 7 and 9 (Figure 38D). As observed for biomasses, leaf greenness of
LS; plants were significantly reduced for all leaf ranks on day 0. During the experiment, leaf
greenness evolution was thereafter mainly affected by leaf age. Despite an initial increase
during the first 14 days for LS; plants, there was a significant decrease of LB#5 greenness
between day 0 and day 28 for overall treatments. This decrease was however more
important for LS; plants where SPAD values reached about 20 in average at the end of the
experiment. Lastly, and except for LS;-LS treatment where leaf greenness increased and
reached a maximum value of about 80 SPAD units after 28d, leaf greenness of mature
and young leaves (i.e. LB #7 and 9) remained relatively constant for overall treatments.

L eaf blade N and cumulated *°N contents:

The effects of initial S status and limited sulphate availability on total N and
cumulated °N (i.e. deriving from recent uptake) contents are presented in figures 3A and
B, respectively. On day 0, and when compared to HS; plants, total N content was
significantly reduced by about 30% in average for both LB #5 of LS; plants (Figure 39A).
Thereafter, and until the end of the experiment, total N content was decreased for overall
treatments with the oldest leaves, while it was greatly increased in the meantime for
mature and young leaves. On day 28, it then reached about 20 mg. plant™ in average.
Lastly, and irrespective of their leaf nodal position on plant (i.e. leaf age), total N content of

LSi-LS plants was always lower than for other treatments.

The increase of total N content was mainly achieved according to the large increase
of cumulated N deriving from uptake (i.e. °N; Figure 39B). For example, and irrespective
of the treatment, almost 80% in average of total N is represented by N recently taken up
for LB #7 and 9 on day 28. For overall treatments and for the old and mature leaves, the
cumulated °N content (i.e. derived from uptake) was greatly increased during the first 14
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Figure 40: (A) protein and (B) amino acid content in leaf-blade (LB) of leaf ranks #5, 7 and 9 (i.e.
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days of experiment. Thereafter, the cumulated °N content of LB #7 and 9 solely
progressed at the same rate for LS;-HS plants and reached about 13.1+1.9 mg N. plant™ in
average on day 28 for LB #7. This rate was however significantly reduced for all of the
other treatments, and more particularly for LSi-LS plants where the cumulated **N content

was always significantly lower for overall leaf ranks on day 28.

Leaf blade soluble protein and amino acids contents

The effects of initial S status and S limitation on soluble protein and amino acids
contents in old, mature and young leaf-blades (i.e. LB #5, 7 and 9) are presented in figure
4A and B, respectively. On day 0, LS; plant soluble protein content was significantly
reduced of more than 25% in average for LB #5 and 7 (Figure 40A), while amino acid
content was greatly increased in the same time (Figure 40B), when compared to HS;
plants. However, within young leaf-blades (i.e LB #9), which appeared during the first 14
days of treatment, soluble protein content was conversely greatly increased for LS; plants,
when compared to HS; plants. It then reached about 60 mg.g* DW for HSi-LS plants,
against less than 30 mg.g* DW on day 14 for control plants (Figure 40A). Thereafter,
soluble protein content decreased for overall treatments as leaves mature (i.e. as a
function of time), and irrespective of their leaf rank. This decrease was however relatively
less important for LS than for HS plants. Amino acids content was also greatly decreased
in the meantime, but solely during the first 14 days of treatment because values were
close to none after this date (except for LS-LS plants). Nevertheless, for this treatment,
the amino acids content was highly increased during the first 14 days then decreased

rapidly until the end of the experiment (Figure 40B).

Leaf blade S and cumulated *S contents:

Figures 41A and B present the influence of initial S status and limited S availability on
leaf blade total S and cumulated 3*S contents (i.e. derived from recent uptake),
respectively. On day 0, total S content of LB #5, was approximately 7 mg S. plant™ for HS;
plants, against solely about 0.5 mg S. plant™ for LS; plants. Thereafter, and irrespective of
their leaf rank (i.e. their age), total S content was expectedly greatly increased as a
function of mineral S availability, whereas it remain stable for LS plants (Figure 41A). This
was due to a negligible cumulated **S uptake, as figure 5B reported it. Conversely, when
plants were grown on high mineral S, their total cumulated **S content was greatly

increased, as a result of a massive S uptake throughout the experiment (Figure 41B).
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However, this increase of total cumulated 3*S content was markedly more important for

LSi-HS plants by about 60% en average.

Leaf blade sulphate transporters gene expression an d sulphate-S content:

The influence of initial S status and S availability on gene expression level of sulphate
tonoplastic transporters BnSultr 4;1 and BnSultr 4;2 on day 28 is reported on Figure 42A.
Irrespective of their leaf rank (and except for BnSultr4;1 in LB #5), there was no significant
induction of both sulphate transporters for plants with low initial S status but grown on high
S (i.e. .LSi-HS), when compared to control plants (i.e. HSi-HS). However, there was a
great increase for both sulphate transporters when plants were grown with low mineral S
availability (Figures 42A). For example, this increase was more than 20 times for BnSultr
4;1 in LR #5 of LSi-LS plants, which was the most induced transporter amongst all
treatments for BnSultr 4;1. It can also be reported that the relative expression of both
sulphate transporters was decreased as a function of leaf youngness for LS-LS plants,
whereas it remained rather constant for HS;-LS plants. As a consequence, in LB #9, the
relative expression level of BnSultr4;1 was close to control on day 28.

The influence of initial S status and S availability on the kinetics of sulphate-S
contents within the leaf-blades #5, 7 and 9 of winter oilseed rape are presented on (Figure
42B). On day 0, sulphate-S contents of LB #5 and 7 were almost 10 times greater for HS;
than for LS; plants. Thereafter, and whatever the initial S status and leaf rank, sulphate-S
content was fastly and severely reduced when plants were grown on low S. It was
therefore close to negligible values for overall leaf ranks of LS plants since day 14, against
almost 6 mg S. plant™ in average in LB #9 of HS plants on day 28. In LS-HS plants,
suphate was again largely accumulated in all leaf rank and its content was similar to

control plants for LB# 7 and 9

L eaf blade *N and *2S remobilization

Table IV presents the influence of initial S status and S availability on **N and *S (j.e
deriving from initial endogenous N and S present on day 0) remobilization within leaf
blades of leaf ranks #5, 7 and 9 after 28 days of experiment.

The amount of remobilized N from leaves decreased with their rank position, i.e.
increased with their age, being higher in LB #5 for all treatments. In the older leaf of plants
with low S reserves and under S limitation, N remobilization was significantly reduced.

Similarly LB #9 acted as a source for N remobilization (positive values) when plant were
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submitted to a low S supply and independently of their initial S status (LSi-HS and HSi-LS).
Therefore, long term S limitation reduced remobilization of N in leaves which is further
supported by the higher protein content in theses leaves (Figure 40A; LSI-LS plants)
suggesting a delayed senescence.

For S remobilization which occurs to a much lower level than for N, it was increased
under low S treatment for high S initial status plants (HSi-LS) in LB #5 and also in LB #7
with low S plants (LS-LS). Moreover, under S limitation, S remobilization was increased
towards younger leaves (positive values). Overall, under S limitation, S remobilization was
specifically increased in older leaves, while N and S remobilization were increased in a

similar manner towards younger leaves.

BnSAG12/BnCAB molecular indicator of leaf senescenc e progression

The relative transcript level of the BnSAG12 and the Chlorophyll a/b binding protein
BnCab genes used as indicator of leaf senescence progression are presented in Figure 43
for day 28. Their inverse expression patterns (expressed as % of maximum level of
transcripts) reflect the progression of leaf senescence according to leaf age (i.e. from older
to younger leaves). As a consequence, and irrespective of the treatment, BnSAG12
relative expression decreased as a function of leaf age, and reached negligible values for
younger leaves (senescence is not induced within these leaves), whereas BnCab relative
expression increased in the mean time However, senescence progression also appeared
to be largely affected by S limitation. Thus, the relative transcript level of BhASAG12 was
kept constant and at its maximal value for leaf ranks #5 and 6 for HS; plants (and even #7
for HS;-LS plants), whereas this level was reduced for LS; plants since leaf rank #5 (where
senescence progression appeared to be delayed when compared to control plants).
Moreover, amongst LS; plants, BnSAG12 progression was faster for LSi-LS plants. This
original behaviour was confirmed by the BnCab relative transcript level which was
maintained to a relatively high level in older leaves, suggesting that, at the molecular level,
senescence processes linked to chlorophyll degradation were delayed.under S limitation

Discussion and conclusions

Oilseed rape (Brassica napus L.) is usually considered as particularly sensitive to
mineral S limitation (McGrath and Zhao, 1996, Sherer, 2001). However, there is no or few
literature which indicates if plant initial S status (i.e. the level of S reserves) and mineral S

availability can affect leaf senescence (and associated proteolysis) in order to sustain or
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Figure 42: (A) Relative expression of tonoplastic sulfate transporters Bnsultr4.1 and BnSultr4.2
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symbol. Values are given as the mean + s.e. (n =4) of Q-PCR analysis and are expressed relatively
to the day 28 control value.
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optimize plant growth and development through mobilization of S containing amino-acids
derived from proteolysis. Accordingly, we first grew plants during 14 days before the start
of our experiment with high or low mineral S availability, in order to obtain plants with
contrasted levels of initial S reserves. These plants expectedly had decreased total S,
protein and sulphate contents, in parallel with an induction of overall tonoplastic sulphate
transporters within their leaves. We therefore evaluated the level of N and S remobilization
from these young, maturing and ageing leaves, and we studied two tonoplastic sulphate
transporters (BnSultr.4;1 and 4;2) as well as leaf senescence associated gene

(BnSAG12) and chlorophyll a/b binding protein gene (BnCab) expression levels.

1) S uptake or S remobilization can compensate for short -term S limitation

When plants had high initial S status and were grown under low S (HSi-LS) or when
plants had low initial S status but were grown on high S (LS;-HS; both conditions therefore
considered as short term S limitations), whole plant or leaf-blade biomass production as
well as N uptake were surprisingly unchanged at the end of the experiment, when
compared to control plants (i.e. HS-HS; Figure 38 and 39, respectively).

For HSi-LS plants, this was mainly achieved according to a two times greater
remobilization of endogenous S (Table V), particularly sulphate (representing more than
70% of whole plant total S; Figure 42B), which was concomitant with an overall up-
regulation of BnSultr.4;1 and BnSultr.4;2 genes encoding high affinity sulphate
transporters known to be particularly implicated in sulphate efflux from the vacuole
(Kataoka et al., 2004).

For LS;-HS plants, this was resulting from a sufficient whole plant S uptake (Abdallah et
al., 2010b), even within the different leaf ranks (Figure 41B) where sulphate-S content
reached values close to control plants and allowed a complete replenishment of this major
S reserve compound (Figure 42B). Accordingly, and because the expression of sulphate
transporters (BnSultr.4;1 and BnSultr.4;2) is regulated by sulphate cellular content
(Buchner et al., 2004; Kataoka et al., 2004; Parmar et al., 2007), their expression therefore
remained to the same level than for control plants within the leaf blades of the different leaf
ranks on Day 28 (Figure 42A).

Only for LS-LS plants (i.e. long-term S limitation) biomass production was severely
reduced, according to the fast decline of total S (Figure 41A) and ‘S (Figure 41B)
contents within the different leaf blades, which was concomitant with a reduction of

sulphate contents and an induction of overall sulphate tonoplastic transporters (Figure 42),
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as several authors already reported it in similar cases of S limitation (Blake-kalff et al.,
2001; Kopriva and Koprivova 2004; Koralewska et al., 2007). However, these reductions
were concomitant with a significant reduction of both total N and *°N contents, particularly
within the leaves, which was due to a significant reduction of whole plant N uptake and a
repression of the expression of some root nitrate transporter genes (Abdallah et al.,
2010Db). As a consequence, and because overall N and S reserves were initially depleted,
both endogenous N and S remobilizations were significantly decreased when compared to
all other treatments (Table IV).

I) Short or long- term S limitation delays senesce nce and proteolysis

Resource limitations such as water deficit or mineral N deficiency can induce pre-
mature leaf senescence (Gan and Amasino, 1997; Etienne et al., 2007; Diaz et al., 2008).
Little is known about the effects of S limitation and only recently Dubousset et al., (2009)
reported that leaf senescence can be delayed under S limitation. However, it was
suspected that the high leaf S status resulting from plant cultural conditions would have led
to this particular process. The present study therefore aimed to verify if S limited plants
with contrasted initial levels of S reserves will present delayed leaf senescence dynamics
and modified proteolysis.

During leaf senescence, it is generally admitted that protein, lipids and nucleic acids
are catabolized, and that the released nutrients are mobilized from older leaves for re-use
in other plant parts like developing leaves (Nooden and Guiamet, 1996; Quirino et al.,
2000; Lim et al., 2003). In our study, we assessed the role of the senescence associated
gene BnSAG12, encoding a serine protease, and a chlorophyll a/b binding protein gene
BnCab within three different leaf ranks corresponding to old, mature and young leaves. In
a senescent leaf, BhSAG12 relative expression is therefore reaching its maximum level
(Figure 43), thus potentially indicating a significant associated proteolysis. In the mean
time, BnCab relative expression was down-regulated (Figure 43), which indicates an
important degradation of chlorophylls (i.e. leaf greenness; Figure 38C) and the associated
chlorosis commonly reported for S deficiency (Dietz, 1989 ; Gilbert et al., 1997 ; Ahmed et
Abdin, 2000b; Abrol & Ahmad 2003).

At the end of our experiment, and particularly for LSi plants, short or long-term S
limitations (i.e. LS;-HS or LS;-LS) resulted in a delayed BnSAG12 gene relative expression,
whereas BnCab gene relative expression remain to higher levels than for control plants

(Figure 43), which was supported by the evolution of leaf greenness (Figure 38C). This
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was even the case for HSi-LS plants where BnCab relative expression reached 63% in
average for leaf ranks #5 and #6, against 4% for control plants. The decrease of BhnSAG12
relative expression for LS; plants was also concomitant with a slower decrease of soluble
protein contents (i.e. proteolysis) within these leaves (Figure 40A). As a consequence, our
study reported that short or long-term S limitations involved a delay of leaf senescence,
which is concomitant with a reduced leaf proteolysis. Protein content in leaves is the result
of the balance between synthesis and proteolysis. The former is probably reduced under S
limitation and it is clearly supported by the occurrence of an amino-acid accumulation
(Figure 40B). However, according to Kopriva and Rennenberg (2004), S limitation may
also trigger the synthesis of specific protein isoforms that contained less S (Nikiforova et
al., 2005). On the other hand, proteolysis is probably reduced at the molecular level as
illustrated by the delayed up- and down-regulations of BhSAG 12 and BnCab genes,
respectively. Additionnally, it could be suggested that the synthesis of proteins specifically
involved in senescence processes was also reduced. Overall, our results clearly show that
the effects of S shortage on leaf senescence are clearly different from those induced by N
deficiency i.e. increased and decreased senescence in old and young leaves, respectively
(Etienne et al., 2007). Our results also suggest that the contribution of S containing amino
acids derived from protein degradation to global S remobilization fluxes is probably limited.

This delay of leaf senescence certainly allowed overall exporting leaves to i)
remobilize more efficiently their N and S reserves, to ii) preserve the photosynthetic
capacities (according to leaf-greenness and BnCab expression pattern) of younger leaves
and to iii) allow a greater reduction of sulphate taken up in excess in order to maximize
plant growth. The delay of leaf senescence may be explained by the modifications of S
metabolism related to phytohormones involved in the release of leaf senescence. Whilst
about 20% of methionine (i.e. the end-product of S assimilatory pathway) is incorporated
into proteins, 80% is converted to S-adenosyl methionine (SAM), which is required as a
methyl donor for the biosynthesis of ethylene (Giovanelli, 1990; Hoefgen and Hesse,
2007). A decrease of SAM production due to S limitation would provoke a decrease of
ethylene production (Hesse et al.,, 2004), which is an up-regulator of senescence
processes (Sakai et al., 1998).

As a conclusion, our study showed that oilseed rape is able under short or long-term
S limitation to show a great optimization of its growth through an efficient remobilization of
previously accumulated S reserves, mainly sulphate, within its leaves. This mechanism is
also concomitant with a delayed senescence which allows a longer and more efficient

remobilization of these reserves, and a preservation of leaf photosynthetic capacities, in
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order to maximize sulphate uptake and reduction. Only with low initial S reserves and
under S limitation, growth was reduced. Because oilseed rape is a Brassicaceae known to
be particularly demanding for S, our study therefore gave new insights about this particular
behaviour and it ability to cope efficiently with S starvation, at least during the first weeks.
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Conclusion et discussion générale

Le colza (Brassica napus L.) est largement cultivé dans le monde pour ses graines
riches en protéines (22%) et surtout en huile (environ 45%) pour la production de
biolubrifiants, de tensio-actifs, de solvants ou encore de biocarburants. Cette derniére
production, plus efficace en terme de gain énergétique que le bioéthanol (élaboré a partir
de betterave ou canne a sucre), vise a remplacer environ 6% des combustibles fossiles et
constitue par ailleurs un des objectifs majeurs de I'Union Européenne en 2010-2012.
Cependant, la culture du colza nécessite des quantités importantes d’intrants minéraux, en
particulier azotés, ayant fait I'objet de nombreux travaux depuis ces deux dernieres
décennies (Malagoli et al., 2005 ; Rathke et al., 2006). Ce n’est que plus récemment que
toutes les attentions ont été portées sur le réle des intrants soufrés afin d’optimiser la
nutrition azotée et l'efficacité d'utilisation de I'azote (EUA) notamment du fait de la forte

inter-connection entre métabolismes azotés et soufrés.

Le soufre est un nutriment essentiel pour la croissance des plantes, qui est
principalement disponible sous forme de sulfate (SO,*) dans le sol. Il est absorbé par les
racines et transporté par le xyleme vers les parties aériennes ou il est réduit en cystéine
(Cys). Cette derniere est ensuite convertie en méthionine (Met) ou incorporée dans des
protéines (qui donnent aux tourteaux de colza leur haute valeur alimentaire) ou des
peptides comme le glutathion (Saito, 2000; Saito, 2004). Le soufre est également
important pour la synthese de la chlorophylle et est incorporé dans de nombreux
meétabolites secondaires impliqués dans la défense contre les pathogenes (SDC; Sulphur-
containing Defence Compounds) comme les thionines, les défensines, les glucosinolates
ou encore les phytoalexines (Hell, 1997). Cependant, le colza, comme la plupart des
Brassicacées, est une plante bien plus exigeante en soufre que la plupart des especes de
grande culture telles que le blé ou le mais (McGrath et Zhao, 1996 ; Figure 15). Il est donc
tres sensible a la limitation en S (Sherer, 2001). On observe toutefois une oligotrophisation
en soufre dans les sols depuis pres de trois décennies (McNeill et al., 2005), qui résulte de
la mise en place de systémes de prévention et de lutte contre la pollution soufrée par voie
atmosphérique d’origine anthropique. Par conséquent, les cultures soumises a la limitation
actuelle en S des sols voient leurs capacités de photosynthese et de croissance réduites
(Bouranis et al., 2006), avec des conséquences négatives sur les performances

agronomiques comme la qualité des graines et le rendement (Janzen et Bettany, 1984;
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Scherer, 2001). L’'application d’une fertilisation raisonnée apparait donc comme un objectif
majeur, notamment afin d’améliorer I'efficience d’utilisation du soufre (EUS) mais aussi et
en particulier celle de I'azote (EUA). Cette amélioration de 'EUS, et accessoirement de
'EUA, est a I'heure actuelle trées peu documentée dans la littérature. Par ailleurs, un
nombre assez important de travaux réalisés au sein de 'TUMR INRA EVA a montré que le
contenu en azote des graines du colza dépend assez largement du potentiel de
remobilisation de 'azote foliaire lors de la sénescence (Rossato et al., 2002 ; Malagoli et
al., 2005). De nombreux auteurs ont aussi mis en évidence linfluence du niveau de
disponibilit¢ en N du sol sur le prélevement du S minéral, sa distribution et son
assimilation au sein de la plante (Fismes et al ., 2000) . Ainsi, des apports élevés de N
minéral peuvent aggraver une situation de carence en S et affecter négativement la qualité
de I'huile (Asare et Scarisbrick, 1995 ; Ahmad et Abdin, 2000a ; Ahmad et al., 2007). En
revanche, il n’existe que tres peu de travaux décrivant les mécanismes et I'importance
d’'une mobilisation du soufre a I'échelle de la feuille ou de la plante entiere, en réponse au

niveau de fertilisation soufrée appliqguée (Dubousset, 2009).

Afin d'atteindre cet objectif, il est nécessaire de posséder une meilleure connaissance
de la dynamique et de la gestion du S et du N de colza soumis a des limitations plus ou

moins longues de la disponibilité en S exogene.

Dans ce cadre, ma thése visait a étudier les effets de la limitation en S exogéne
sur I'absorption et la remobilisation de composés S , et accessoirement N, au niveau
de la plante entiere, ainsi qu'a I'échelle de diffé  rents organes cibles (racines et
rangs foliaires), en se limitant dans un premier te  mps au stade de développement
végétatif du colza. Nous nous sommes plus particuli erement intéressés aux
mécanismes physiologiques et moléculaires intervena nt dans le recyclage des

composés soufrés et azotés

Les différentes expérimentations que nous avons réalisées visaient donc a soumettre
des plantes de colza a différents types de limitation de sa nutrition soufrée, allant d’'une
limitation tardive (Chapitre | des résultats), précoce, ou alternant limitation précoce et ré-
alimentation S optimale (Chapitres Il et 11l des résultats). Les effets physiologiques de ces
limitations semblent pouvoir étre principalement interprétés en fonction du niveau de
réserves S précédemment accumulées et a la capacité du végeétal a les mobiliser pour

parvenir a maintenir une croissance optimale.
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Le schéma synthétique, volontairement simplifié et présenté au sein de la (Figure
44), permet de rassembler et de structurer les résultats, d’indiquer les niveaux de

méconnaissances subsistant ainsi que de positionner quelques hypothéses.

[) Quel que soit le niveau de limitation en S, le ¢ olza met en place et de
facon systématique un certain nombre de mécanismes physiologiques
et moléculaires :

La baisse de I'absorption du sulfate, en raison de sa faible disponibilité, conduit trés
rapidement et systématiguement a une augmentation des transcrits codant des
transporteurs de sulfates plasmalemmique racinaires (BnSultrl ;1 et 1 ;2) et ce, avec
une amplification trés importante, de plusieurs milliers de fois. Cette induction et/ou dé-
répression avait été préalablement rapportée dans la littérature. Ces transporteurs a haute
affinité sont les plus fortement impliqués dans l'absorption du sulfate par les racines
(Parmar et al., 2007 ; Barberon et al.,, 2008) et dépendent de boucles de régulation
complexes (Rouached et al., 2008). Ainsi, selon Kopriva et Rennenberg (2004), I'O-acétyl-
sérine (OAS) peut étre nécessaire pour la transduction des signaux impliqués dans
laugmentation de I'expression des transporteurs et des enzymes impliquées dans
'absorption et l'assimilation du sulfate. Néanmoins, l'augmentation de I'OAS peut étre
bloquée lorsque I'azote est en concentration limitante (Kim et al., 1999). Ainsi, lors d’'une
limitation de la fertilisation soufrée, 'OAS peut exercer un effet positif a la fois sur
I'expression des génes codant les enzymes impliquées dans l'assimilation du sulfate,
comme l'adénosine 5’-phosphosulphate réductase (APR) et sur la capacité de I'absorption
de sulfate (Rouached et al., 2008).

Parallelement, les transcrits codant des transporteurs de sulfates tonoplastiques
(BnSultr4 ;1 et 4 ;2), mais aussi impliqués dans le chargement et le déchargement du
xyléeme des feuilles jeunes ou agées ont été détectés a des niveaux largement
supérieurs chez les plantes limitées en S (Figure 42A ). Cette dé-répression des génes
Sultr4 ;1 et Sultr 4 ;2 chez les plantes cultivées dans des conditions limitant en S avait été
rapportée par Maruyama-Nakashita et al. (2004), Buchner et al., (2004) ainsi que par
Parmar et al., (2007).

- L’ensemble de ces mécanismes appréhendés a I'échelle moléculaire se traduit
d’une part par un fort potentiel d’absorption du sulfate lorsque les plantes carencées
sont réalimentées en sulfate (traitement LS;-HS, Figure 33D) mais aussi par une

disparition d’autant plus forte et rapide du sulfat e majoritairement vacuolaire ( Smith
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et Lang, 1988; Bell et al.,, 1990, 1995; Cram, 1990; Sunarpi et Anderson, 1996, 1997,
Eriksen et al., 2001, Kataoka et al., 2004), que la limitation en S est intense . Cette
disparition du sulfate est totale dans les feuilles quel que soit leur age (Figure 33B), mais
elle n'est que partielle dans les racines (Figure 29C). Cette apparente séquestration
racinaire de sulfate (environ 2 mg S-SO,*. g MS) n’'a, & notre connaissance, pas été

rapportée dans la littérature et nous reviendrons plus tard sur ce résultat.

-la remobilisation du soufre  est un processus que l'on trouve chez une plante
normalement alimentée en S (Figure 27) Celle-ci intervient alors essentiellement a partir
des feuilles et au profit des tiges, des racines et des pétioles. On pourrait alors émettre
I'hypothése que le sulfate est réduit massivement au niveau foliaire et que ce sont ses
produits d’assimilation qui sont mobilisés vers des tissus ayant des capacités réduites de
réduction, tels que les racines. Nous n’'avons cependant pas identifié les formes de
transport du S au sein du xyleme ou du phloeme (cf perspectives) bien qu’il ait été décrit
gue le sulfate pouvait étre présent dans les deux (Yoshimoto et al., 2003; Gojon et al.,
2009 ). A I'échelle de la plante entiere, une limitation en S se traduit, non pas par
une augmentation du flux total de S remobilisé mais par une redistribution
préférentielle aux racines (Figure 27). Cette priorité d’allocation du S remobilisé vers les
racines est par ailleurs confirmée par I'allocation préférentielle du S issu du I'absorption
vers cet organe (13% chez le témoin versus 60% chez la plante limitée en S). Ce
processus se fait donc au détriment des tiges et des pétioles mais aussi des feuilles les
plus jeunes (Figure 28 et Tableau lIl). Selon Hawkesford, (2000) I'une des stratégies face
une carence nutritionnelle, ici soufrée, consiste a favoriser la croissance racinaire. Nos
résultats ne vont pas exactement dans ce sens, puisque nous avons montré que la

croissance racinaire est au mieux maintenue mais pas augmentée (Figure 32C).

- les effets sur le métabolisme de l'azote sont affec  tés différentiellement par
'ampleur de la limitation de la disponibilité en S . Toutefois I'expression du transcrit
BnNRT1 .1 codant un transporteur de nitrate a faible affinité n’est pas significativement
affectée (Figure 36A).

II) Dans le cas de limitation en S appliquées tardi vement (Chapitre | des

résultats et traitement HS;-LS des chapitres Il et lll) :

La croissance de la plante entiere n’est pas affectée (Figure 26, Figure 32), pas plus

que celle des tissus foliaires ou racinaires. Ces résultats a priori surprenants sont toutefois
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en accord avec des études de terrain menées par Zhao et al.,. (1993) ou il a été démontré
gu'il n'y avait aucune différence significative dans I'accumulation de matiere seche pour
deux génotypes différents de colza (Bienvenu et Cobra) qui ont été cultivés avec 0 ou 100
kg S. ha.™. Koralewska. et al., (2007) ont également observé chez le choux frisé (Brassica
oleracea L.) un maintien de croissance en dépit de faibles concentrations en sulfate dans

la solution nutritive. Le maintien de la croissance que nous avons constaté a éte réalisé:

» malgré une trés faible absorption de sulfate (Figure 26B, Figure 33D), qui conduit
au fait que la quantité de S a I'échelle de la plante entiere e st quasiment maintenue

constante (Figure 33C).

> la répartition du S total est par contre modifiée, ave ¢ une diminuant dans les
feuilles agées au profit des racines  (Figure 28), qui traduit une augmentation de la

remobilisation en particulier des feuilles les plus agées (Tableau 1V) vers les racines.

» des quantités de S précédemment accumulées et en partic  ulier sous forme de
sulfate, suffisamment importantes pour qu’elles pui ssent permettre a la plante une
remobilisation significative de S , compensant ainsi le déficit d’absorption. Nos
observations montrent que le sulfate peut ainsi s’accumuler, contrairement au nitrate, a
des niveaux particulierement élevés aussi bien dans les racines mais surtout dans les
feuilles. Le S-SO,* peut ainsi représenter jusqu'a 86% du S total des feuilles et peut
alors constituer ainsi une réserve S suffisante pour que les plantes présentent une
relative insensibilité a une limitation en S de courte durée. Toutefois, nos plantes ayant été
cultivées en conditions contrélées et donc dans une situation potentiellement optimale
d’alimentation en S, il paraitrait nécessaire de s’assurer que de telles accumulations

puissent aussi intervenir en conditions de plein champ (cf perspectives).

> les teneurs en S diminuent donc dans tous les tissus, ce qui s‘accompagne par
une augmentation importante du rapport N/S total (Chapitre I, Figure 29A) dans tous
les organes, mais aussi du ratio N organique/S organique  (Chapitre I, Figure 29B) dans
tous les tissus a I'exception des racines. Ce dernier élément met en exergue le fait que la
stratégie de la plante est donc de maintenir de facon prioritaire la croissance et I'activité
métabolique de ces racines. Dans ce sens, les effets d’une carence en S, notamment pour
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le maintien ou la stimulation de la croissance racinaire se rapprochent de ceux intervenant

pour la N ou le P (Gojon et al., 2009).

> l'absorption de N et en particulier du nitrate n'es t pas affectée par une
limitation en S tardive, de courte durée (Figure 26A) pas plus que les niveaux
d’expression des genes BnNrtl.1 et 2.2 (Figures 36A et B). Ceci aboutit donc a une
accumulation de N identiqgue entre plante témoins et tardivement limitées en S (Figure
33A). Ces résultats sont également surprenants au regard de la littérature existante.
Généralement, on considere que la disponibilité en S peut influencer [Iefficience
d'utilisation de I'azote (EUA) et vice-versa (Schnug et al., 1993; Fismes et al., 2000). De
nombreux auteurs ont aussi indiqué que la disponibilité minérale en N et en S peut
modifier la gestion du N et du S par la plante (Janzen et Bettany, 1984; Kopriva et
Rennenberg, 2004). En outre, des approches métabolomiques menées chez Arabidopsis
thaliana montrent que le métabolisme N est fortement affecté par une carence en S et
aboutit & une accumulation de nitrate, de sérine, de tryptophane et d’OAS et a une
réduction de teneurs en cystéine (Nikiforova et al., 2005). Dans nos conditions
expérimentales, la limitation en S a commencé apres une période de 51 jours pendant
laquelle les plantes ont été alimentées avec un niveau optimal de sulfate. Les différences
gue nous avons observées par rapport a la littérature peuvent donc s’expliquer par la
présence de réserves soufrée non négligeables, en particulier sous forme de sulfate qui

ont été mobilisées.

[l) Une limitation en S appliquée précocement ou d e longue durée
(traitements LSi et LSi-LS des chapitres Il et Illl)  affecte négativement la
croissance de la plante entiére, en particulier cel les des racines et des
feuilles:

Koralewska et al., 2007 ont observé gu’une privation totale en sulfate se traduit par
une réduction significative de la production de la biomasse. Une réduction de la production
de la biomasse sous l'effet d’'une carence en S avait déja été observée chez le colza
(Blake-Kalff et al., 1998; Fismes et al., 2000), Brassica oleracea (Koralewska. et al., 2007),
Arabidopsis thaliana (Maruyama-Nakashita et al., 2004 ; Nikiforova et al., 2005) et d’autres
Brassicacées comme la moutarde (Ahmed et al., 1999). La réduction de la croissance que
nous avons observée lors de carences précoce ou longue, résulte :
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» d'une forte restriction de I'absorption du sulfate (Figure 33D) malgré une
surexpression de I'ensemble des transporteurs de sulfate racinaires (Figure 36) et

foliaires (Figure 42A),

» de réserves en S et en particulier de sulfate, peu abo  ndantes et rapidement
mobilisées (Figure 42B), qui ne suffiront pas a maintenir la croissance de la plante avec

une absorption aussi faible,

» d'une réduction de Il'absorption du nitrate (Figure 33B), associée a une
diminution importante de I'expression du gene BnNrt .2.1 supposé coder tout ou partie

d’un transporteur de nitrate racinaire a forte affinite,

> Le désequilibre entre absorption/mobilisation de S et absorption du nitrate se traduit
par une augmentation significative des teneurs en acide s aminés probablement non
soufrés aussi bien dans les racines (Figure 35C) que dans les feuilles (Figure 40B).
Compte tenu des connaissances relatives a la régulation de l'absorption du nitrate
(Touraine et al., 2001; Forde, 2002; Beuve et al., 2004; Gojon et al., 2009), on peut
facilement émettre I'hypothese que cette accumulation d’acides aminés (probablement
sous forme d’amides) conduise a une régulation négative de I'absorption du nitrate et de
I'expression de BnNrt2.1. Nos résultats concordent avec ceux observés chez le pois par
Macnicol et Randall (1987) et Arabidopsis thaliana par Nikiforova et al., (2005). En effet,
ces auteurs ont montré que la carence en S provoque une accumulation d’acides aminés
non soufrés tels que I'arginine, I'asparagine et le glutamate dans les feuilles, les racines et
les graines. Cette accumulation d’acides aminés contribuerait a promouvoir selon Kopriva
et Rennenberg (2004), la synthése d’isoformes protéiques pauvres en acides aminés

soufrés.

hY

» Une autre conséquence liée a ce déseéquilibre N/S se traduit par le fait que la
disparition du sulfate des feuilles s’accompagne d’ une accumulation de nitrate . Ce
processus ne se fait pas réellement de facon proportionnelle, puisque le nitrate
s’accumule uniquement lorsque les teneurs en S-S0, sont négligeables. Une premiére
hypothése pour expliquer cette accumulation de nitrate pourrait reposer sur une baisse de
I'activité NO3™ réductase sous l'effet de la carence en S comme précédemment suggéré
par Reuveny et al, (1980). Alternativement, compte tenu de I'accumulation
potentiellement élevée du sulfate dans les feuilles, on peut penser que ce dernier
contribue au potentiel osmotique et que sa disparition sous I'effet d’'une limitation, pourrait

partiellement étre compensée par une accumulation de nitrate. Un tel processus de
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compensation osmotigue avait été démontré chez Lolium perenne L. entre le nitrate et le
chlorure (Ourry et al., 1989).

» Enfin, les effets d’'une limitation de longue durée en S sur le métabolisme azoté,
outre l'accumulation d’acides aminés se traduit par un défaut de dégradation des
protéines au sein des feuilles et ce, quel que soit leur age (Figure 40B). Ce résultat est
assez surprenant puisque l'on aurait pu penser que la dégradation des protéines en
particulier dans les feuilles agées aurait pu permettre a la plante de bénéficier d'un
recyclage supplémentaire de composés soufrés en particulier de méthionine et de
cystéine. Parallelement, les teneurs en chlorophylles restent plus élevées (Figure 38D du
chapitre IIl) alors que I'expression du géne BnSAG12 (géne associé a la sénescence
folaire ; Senescence Associated Gene) est retardée, et celle de BnCab (codant une
Chlorophyl a/b Binding Protein) maintenue plus longtemps (Figure 43). L’ensemble de ces
données suggere donc fortement qu’'une carence en S réduit la progression de la
sénescence foliaire . Ce résultat surprenant et original, montre que les mécanismes sont
ainsi trés différents d’'une carence en N, qui pour sa part tend a augmenter la sénescence
des feuilles agées et a la réduire dans les feuilles les plus jeunes (Etienne et al., 2007). Au
cours de la sénescence des feuilles, il est généralement admis que les protéines, les
lipides et les acides nucléiques sont dégradeés, et que les nutriments libérés sont mobilisés
a partir de vieilles feuilles et sont réutilisés dans d'autres parties de la plante comme les
feuilles en développement (Lim et al., 2003; Nooden et Guiamet, 1996; Quirino et al.,
2000). Les contraintes abiotiques telles que le déficit hydrique ou la carence en N minéral
peuvent induire la sénescence des feuilles (Gan et Amasino, 1997; Smart, 1994, Etienne
et al., 2007; Diaz et al., 2008). Hawkesford et De Kok (2006) ont suggéré que parmil es
réponses possibles a une limitation de la disponibi lité en S, une induction de la
sénescence foliaire devrait se manifester chez les plantes a fleurs lorsque les besoins
en S pour les organes en croissance n'auront pu étre satisfaits ni par remobilisation
endogene ni par absorption de sulfate. Cependant, cette réponse hypothétique déduite
d'analyses transcriptomiques et métabolomiques réal isées chez Arabidopis
(Nikiforova et al., 2005) n'avait jusqu'a ici pas été vérifiée chez le  colza. On pourrait
donc émettre I'hypothése que lors de carence sévere en S, la stratégie du colza consiste a
réduire la sénescence foliaire pour maintenir la fonctionnalité de 'ensemble de I'appareil
photosynthétique et ainsi continuer & alimenter en photoassimilats les racines et ne pas
limiter I'absorption et la réduction du nitrate et du sulfate.
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Globalement, I'ensemble de ces résultats démontre q ue les effets d'une
carence en S doivent étre appréhendés en prenant en compte le statut initial soufré
de la plante, et en particulier le niveau d’accumul  ation de sulfate. De facon originale
et probablement en raison du faible nombre d’équipe s maitrisant le marquage %S,
nous avons pu quantifier les remobilisations de S a I'échelle de la plante sous I'effet
de carences variées en S. Contrairement a ce qui es t classiqguement admis dans la
littérature (Sherer, 2001), la sensibilité du colza a une carence en S et ses
conséquences physiologiques ne sont donc ni simples ni triviales. Nous avons
ainsi pu montrer que la plante met en place des pro  cessus de compensation par
mobilisation des réserves S, qui sont d’autant plus efficace gu’elles ont été
accumulées a un niveau élevé. Ces mécanismes compen  satoires peuvent ensuite
largement expliquer la réponse du végétal que ce so it en termes de croissance ou
d’interactions avec le métabolisme azoté. Toutefois , un certain nombre de travaux

restent requis et font I'objet des perspectives sui vantes.
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Figure 45 : Relations linéaires entre la teneur en soufre et en sulfate des tiges (ronds creux) et
des feuilles (carrés pleins) de différentes variétés de colza au sein de 57 parcelles agricoles
réparties au sein du département du calvados, échantillonnés au stade G4 en 2009. Les niveaux de
fertilisation soufrée s'étalaient sur une gamme allant de 0 a 130 kg S. ha'l. D'aprés Sarda et al., en

cours de soumission.
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Perspectives

Un certain nombre d’hypothéses peuvent étre formulées a la suite de ce travail et

pourraient générer des travaux expérimentaux a différentes échelles :

1) L’un des principaux résultats que nous avons obtenu démontre la capacité du colza
a faire face a une limitation en S grace a son potentiel de remobilisation du S et en
particulier du sulfate. Toutefois, cette observation a été réalisée en conditions de culture
hydroponique qui peuvent favoriser I'accumulation de composés comme le sulfate. La
validité de nos travaux nécessiterait quelques info rmations issues de plantes
cultivées au champs afin par exemple de déterminer si la teneur en sulfate peut étre
potentiellement aussi élevée. Par ailleurs, notre t  ravail suggere que la teneur en
sulfate et sa contribution au S total pourrait cons tituer un indicateur du statut de
nutrition soufrée, compte tenu de I'absence d’indic ateurs reconnus gue ce soit a
I'échelle de la plante ou du sol  (hormis l'activité Aryl sulfatase, Dedourge et al., 2003).
Des lors, le recueil d'information sur des cultures de colza au champ pourrait étre entrepris
a partir de différentes parcelles choisies en fonction des sols (+ drainant et favorisant le
lessivage du sulfate) et de la pluviométrie usuelle. L’analyse (N, S, SO,%) du sol, des tiges
et des feuilles récoltées aux stades G3-G4, donc proche de leur abscission, mais aussi
des graines (rendement, qualité, germination) couplé au recueil des pratiques culturales
(fertilisations N et S, génotypes...) permettrait d’obtenir un référentiel sur la variabilité de la
teneur en soufre et en sulfate et sur les risques de carences en S. Ce travail auquel jai
participé en 2009, est en cours de finalisation, ma is il révele déja que les ordres de
grandeur des teneurs en sulfate des feuilles que no  us avons mesurées sont tout a
fait compatibles avec les données obtenues au champ . La Figure 45 montre par
exemple gu'il existe pour les 57 parcelles de colza suivies une relation linéaire entre la
teneur en soufre et en sulfate pour les feuilles mais aussi les tiges (teneurs plus faibles
néanmoins). Ainsi, la teneur en sulfate peut représenter jusqu’a 70 ou 80% du soufre total
foliaire et ceci, juste avant I'abcission des feuilles. Dés lors, il apparait clairement que
certaines parcelles disposent de quantitées de S (par fertilisation et/ou minéralisation)
excédentaires par rapport au besoin de la culture ce qui se traduit par un défaut de
remobilisation (jusqu'a 2,3% de S résiduel au sein de la MS). Ceci suggére par ailleurs
gue la remobilisation du sulfate foliaire est indépendente de la sénescence. A contrario, un
certain nombre de parcelles se caractérise par des faibles teneurs en S (0,23% de la MS a

minima) et une quasi absence d’accumulation de sulfate, révélant ainsi des conditions de
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risques de carence. Ce travail est actuellement en cours d’exploitation et devrait
permettre de valider des indicateurs plantes suscep  tibles d’identifier a posterori des

pratiques culturales ou des parcelles a risques.

2) L’'amélioration du colza sur la base d’une meilleure efficience d’utilisation du soufre
(EUS) n’a fait I'objet que de rares études. Il s’avere donc indispensable de rechercher
de variétés capables de remobiliser le sulfate des parties végétatives au profit des
graines pour permettre d'ajuster les apports de S. Cette sélection de variétés
nécessitera au préalable la caractérisation d’indicateurs pertinents pour parvenir a une
meilleure EUS. Le suivi du sulfate résiduel des feuilles avant leur abscission pourrait

constituer une piste simple.

3) Il est largement admis dans la littérature que |  es cultures de colza soufrent
potentiellement de carence en S , mais ces données sont généralement restreintes au
Canada (Dolyle and Cowell 1993 ; Grant et al.,, 2004 ; Malhi et al., 2005), ou a I'Asie
(Sorimachi et al., 2004). Peu ou pas détudes sont disponibles pour I'Europe
continentale. Par ailleurs, aucune donnée n’est disponible sur I'utilisation réelle du soufre,
car nécessitant comme pour I'azote un marquage isotopique qui reste encore tres onéreux
pour le **S. L'utilisation de petites surfaces, telles que celle s de cases lysimétriques
pourrait constituer une alternative et permettrait d’évaluer le risque de lessivage

des engrais soufrés.

4) Nos résultats montrent par ailleurs qu’'une limitation en S, a défaut d’augmenter
guantitativement la remobilisation du soufre contribue a ré-orienter ces flux vers les
racines. Le transport de composés soufrés au sein de la plan te et sa régulation
constituent donc des processus clés. Le premier élément de connaissance requis
consisterait donc a identifier puis quantifier les composés soufrés impliqués, tels sulfate,
glutathion, méthionine, cystéine... Une analyse quantitative du phloéme et du xyleme
pourrait alors constituer une premiére approche, pe rmettant de se focaliser sur les
transporteurs pertinents et la régulation de leur e xpression. Par ailleurs, Yoshimoto et
al ., 2007, ont montré qu’une carence en sulfate provoque une accumulation de 'ARNm
de Sultrl ; 3 dans les feuilles et les racines d’ Arabidopsis et suggere que ce transporteur
jouerait un réle important dans le chargement phloémique. L'étude du transporteur
phloémique a forte affinité (  AtSultrl ; 3 ) principalement impliqué dans le transport a

longue distance chez Arabidopsis, encore inconnu chez le colza, pourraient étre
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intéressante. Une surexpression de ce transporteur pourrait ameéliorer le recyclage du S
(dont une grande partie est perdue lors de la chute des feuilles pendant le stade
montaison / floraison avec des teneurs trés forte en sulfate) et donc contribuer a

améliorer I'EUS et par voie de conséquence, potenti  ellement I'EUA.

5) Une limitation importante en S conduit a une accumulation d’acides aminés
probablement majoritairement non soufrés et malgré la sénescence, a des teneurs en
protéines solubles qui restent assez élevées. Ces dernieres résultent du turn-over
protéique, bilan entre la protéosynthéese et la protéolyse. Selon Kopriva & Rennenberg
(2004), I'accumulation d’acides aminés contribuerait a favoriser la synthese d’isoformes
protéiques pauvres en acides aminés soufrés. Une analyse protéomique contribuerait a
identifier de telles protéines et d’en définir les conséquences (perte d'activité ?). En
ce qui concerne la protéosynthese et la sénescence, on peut aussi s'interroger par rapport
a nos résultats. Une carence forte en S contribue a ralentir la sénescence foliaire et
'expression du gene BNnSAG12 codant une protéase a cystéine. La synthese de novo de
la protéine SAG12 pourrait étre totalement ou partiellement bloquée en I'absence de S.
Des lors, le suivi des activités protéasiques pourrait permettre de déterminer si le maintien

d’une forte teneur en protéines solubles résulte d’un défaut d’activité.
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Figure 1. Evolution des quantités de dioxyde de soufre (SO2) dans l'air (en kt) et origines
des émissions de SO2 de 1960 a 2007 en France métropolitaine. Entre 1973 et 2004, les
emissions de SO2 ont chuté de plus de 86 %. (d’apres le Citepa, Mai 2009).

Figure _2: (A) Composition moyenne de la graine de colza (source: CETIOM) (B)
Répartition mondiale de la production de graines de colza en 2007/2008 (en millions de
tonnes) (Source PROLEA-CETIOM 2007).

Figure 3: Evolution des surfaces francaises d‘oléagineux (A) depuis 1996 (Source
PROLEA-CETIOM 2007) et de la production francaise de oléagineuses depuis 1996 (B).

Figure 4: Débouchés alimentaires et industriels du colza (Brassica napus L.)

Figure 5: Principaux stades du cycle ontogénétique du colza d’hiver (source CETIOM).

Figure 6: Absorption cumulée d’azote nitrique (exprimée en mg N-NO3-. plante-1)
estimée par marquage au 15NO3- pendant 70 jours et en conditions de culture
hydroponique. Les barres verticales indiquent £ I'écart-type de la moyenne pour n=6,
lorsqu’elles sont plus grandes que le symbole. Les stades indiqués (C a G) correspondent
a ceux définis par le CETIOM. C1 : montaison; F : début floraison; G : début formation des

siliques; G5 : graines colorées. D’aprés Rossato et al. (2001).

Figure 7: Principaux rbles du soufre chez les végétaux supérieurs.

Figure 8: Absorption (A), transport (B) et voies d’assimilation réductrice/non réductrice (C)
du sulfate (SO42-) dans la cellule végétale. Les voies d’assimilation réductrice et non
réductrice sont respectivement représentées en vert et en bleu. Les enzymes sont
indiquées en italique dans la couleur correspondante. Les molécules produites sont
présentées en rouge. Par ordre alphabétique, les molécules impliquées dans I'assimilation
du SO42- sont : Acétyl CoA : Acétyl Co-enzyme A, APR : Adénosine 5’-phosphosulfate
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réductase, APS : Adénosine 5’-phosphosulfate , Cys : cystéine, GSH : glutathion sous
forme réduite, Met : méthionine, OAS : O-acétylsérine, OASTL : O-acétylsérine thiol-
lyase, PAPS : 3’-phospho-5-adénylylsulfate, S2- : sulfide, SAT : S-acétyl-transférase,
S032- : sulfite, SR : sulfite réductase (d’apres Leustek & Saito 1999 ; De Kok et al. 2005).

Figure 9: (A et B): Localisation tonoplastique de SULTR4;1 au sein de cellules
éepidermiques de l'apex racinaire d'Arabidopsis thaliana, observée en microscopie
confocale par Kataoka et al., (2004). Cette protéine est révélée par fluorescence verte de
la protéine de fusion SULTR4;1- GFP. La fluorescence rouge est obtenue par révélation
des parois cellulaires a I'iodure de propidium.

C : modéle hypothétique des rbles des transporteurs de sulfate vacuolaire du groupe 4
chez les plantes vasculaires, d’apres Kataoka et al. (2004).

Le sulfate dans la vacuole peut étre libéré par SULTR4;1 et SULTR4;2 et peut ensuite
entrer dans le flux de xyleme. L’accumulation de sulfate dans les racines du double mutant
knock-out SULTR4;1 et SULTR4;2 suggére une contribution significative de cette fonction
assurée par les transporteurs SULTR4 dans la libération du sulfate de la vacuole vers le
cytoplasme. Ce mécanisme, qui peut réguler la libération et la capture du sulfate via le
tonoplaste dans les cellules du parenchyme xylemien, est obtenu par modulation de
'expression de transporteurs SULTR4 en réponse au niveau de disponibilité en sulfate.
L’efflux actif de sulfate de la vacuole contribue a maintenir le flux de la voie symplastique,
particulierement dans les conditions limitantes en S. En revanche, I'approvisionnement
excessif de sulfate sera tamponné par un influx dépendant du potentiel hydrique vers la

vacuole avant d’étre chargé dans les vaisseaux du xyleme.

Figure 10: Représentation schématique des interactions et régulations entre I'assimilation
de l'azote et celle du soufre chez les plantes supérieures en conditions de carence en
soufre (SO42-) (d'apres Smith et al. 1997 ; Kopriva & Rennenberg 2004).

Figure 11: Circuit de régulation impliquant le complexe protéique de la Seérine
acétyltransférase (spheres) et OAS(thiol)-lyase (carrés). Les concentrations en OAS(thiol)-
lyase sont supérieures a celles de la Sérine acétyltransférase. Les OAS(thiol)-lyases liées
sont positivement modulées par l'activité de la Sérine acétyltransférase présente dans le
complexe protéique. La forme libre de I'OAS(thiol)-lyase catalyse la formation de la
cysteine (Cys) par une répression de l'activité de la Sérine acétyltransférase. La déficience

en soufre induit une augmentation de 'OAS ayant pour conséquence la dissociation du
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Figure 18: Effets de la privation en S sur l'activité de la NR (A) et de la GS (B) dans les
limbes foliaires de mais en conditions de privation (histogramme blanc) ou non
(histogramme hachuré) en soufre a différentes dates aprés I'émergence. * et ** indiquent
une différence significative entre traitements soit une probabilité égale a 0,05 et 0,01

respectivement. NS : non significatif. (D’apres Friedrich & Schrader, 1978)

Figure 19: Schéma résumant les modifications conduisant a une réorientation du
meétabolisme chez Arabidopsis thaliana, d’apres Nikiforova et al. (2005). SAM : composé

contenant du S, THF : tétrahydrofurane.

Figure 20: Les deux stratégies d’amélioration de [lutilisation du S proposée par
Hawkesford (2000)

Figure 21: Evaluation des teneurs en sulfate et S insoluble (essentiellement protéique)
dans les feuilles agées, matures et jeunes de plantes de colza cultivées en présence de 4
traitements: Absence en S0O42- et 7 mM NO3- (-S,+N), 1 mM SO42- et 7 mM NOS3-
(+S,+N), Absence en SO42- et 0.25 mM NO3- (-S,-N) et 1 mM SO42- et 0.25 mM NO3-
(+S,-N) (d’apres Blake — Kalff et al., 1998).

Figure 22: (A) Progression de la sénescence au niveau d’'une feuille. Les tissus proches

des nervures sont touchés plus tardivement que les autres (d’apres Gan et Amasino,
1997). (B) Difféerentes phases de la sénescence foliaire et leurs caractéristiques (d’apres

Zimmermann et Zentgraft, 2005).

Figure 23: Schéma de I'expression différentielle des genes SAGs et SDGs durant le
développement de la feuille. SDGs : Senescence Down-regulated Genes. SAGs :
Senescence Associated Genes. Les SAGs se décomposent en deux classes : classe | et

classe Il. (D’aprés Gan et Amasino, 1997).

Figure 24: (A) Cultural conditions and experimental design used to provide two
contrasting levels of S nutrition. Six weeks before the start of the experiment (i.e. Day 0),
the plants were grown on optimal S solution (300 pM SO42-). On Day 0 and after
subsequent sampling, half the plants were supplied with 300 uM SO42- (control plant; +S)
and half with 15 uM SO42- (S limited plants; —S) with sequential double labeling during the

122






Table des illustrations

complexe protéique. La forme libre de la sérine acétyltransférase a une activité limitée.
Par ailleurs, I'offre importante du soufre accumulé sous forme de sulfure (S2-) favorise la

formation du complexe enzymatique. (Saito, 2004).

Figure 12: Schéma présentant la régulation positive et négative lors de I'assimilation du
soufre. L'OAS agit en tant que facteur d’'induction a effet positif. Le développement des
plantes, les rythmes circadiens, et les hormones influencent le métabolisme du soufre de
maniére positive ou négative. La Cys et le GSH sont des régulateurs négatifs spécifiques
de certaines étapes du métabolisme soufré. Les fleches indiquent un effet positif, et les

barres indiquent un effet négatif. (Saito, 2004).

Figure 13: Estimation des déficits en soufre pour 2010 dans le monde, Zone d Zone
d’apparition actuel de déficiences en soufre) ; ( ; Déficit < 1 Mt S/an; . Déficit>1
MtS/an; . Déficit > 5Mt S/an). (d’apres Ceccotti, 1996; Ceccotti et Messick, 1997; Mc
neill et al ., 2005; Morris., 2007).

Figure 14: Cumul des besoins annuels minimums en S (en kg.ha-1) chez différentes
especes veégetales : le colza (rond), la betterave sucriére (triangle), la pomme de terre
(carré), le blé d’hiver (losange), et les espéces prairiales (traits continus). Le colza est trés
exigeant en S au cours de son développement (~ 40 kg.ha-1 de S) contrairement aux
espéeces prairiales (~ 20 kg.ha-1). (Oenema et Postma; 2003, tiré de Abrol et Ahmad,;
2003).

Figure 15: (A) Décoloration caractéristique des feuilles de colza soumis & une carence en
soufre (d’aprés Merrien et al. 1989). (B) Les fleurs de colza se décolorent puis avortent et

donnent des siliques vides (C).

Figure 16: Evolution de la teneur en RuBisCO dans les feuilles de Brassica juncea
(carrés) et Brassica campestris (cercles) cultives en présence (+S, symboles noirs) ou
absence de sulfate (-S, symboles blancs). Les barres indiquent les erreurs standards (n =
9). En réponse a une privation en sulfate, la quantité de RuBisCO par unité de surface

diminue et ce quelque soit le génotype (d’apres Ahmad et Abdin, 2000).

Figure 17: Symptomes de la déficience en soufre chez le blé sur une culture aux champs.
(Zhao et al., 2001).
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7 days preceding each harvest (B) Inset shows a picture of oilseed rape plants growing in

aerated hydroponic solution in the greenhouse.

Figure 25: Changes of (A) whole plant, whole leaf-blade and root biomass and (B) leaf-
blade (LB) biomass of leaf ranks 8, 10 and 12 of oilseed rape for control plants (+ S;
closed symbols) and S limited plants (- S; open symbols) during the 35 days of treatment.
Vertical bars indicate + s.e. (n =4) when larger than the symbol. Different letters indicate

that mean values are significantly different at a given date between treatments (P<0.05).

Figure 26: Changes of (A) whole plant N and 15N (i.e. deriving from uptake) and (B)
whole plant S and 34S (i.e. deriving from uptake) of oilseed rape for control plants (+ S;
closed symbols) and S limited plants (- S; open symbols) during the 35 days of treatments.
Vertical bars indicate + s.e. (n =4) when larger than the symbol. Different letters indicate

that mean values are significantly different at a given date between treatments (P<0.05).

Figure 27: Partitioning (in %) of total S taken up (34S) and total remobilized S (32S,
present on Day 0) in leaves, petioles, stem and roots of oilseed rape for control plants (+
S; A) and S limited plants (- S; B) between Day 0 and Day 35. Values are given as the
mean * s.e. (n =4). The thickness of the arrows represent the relative importance (in % of
the total S taken up or the total mobilized S) of each flux for cumulated total S taken up or

total remobilized S (for details, see material and methods section, p12).

Figure 28: Evolution of (A) total S , (B) cumulated 34S taken up and (C) cumulated
remobilized 32S contents in leaf-blade (LB) of leaf ranks 8, 10, 12 and roots of oilseed
rape for control plants (+ S; closed symbols) and S limited plants (- S; open symbols)
during 35 days of treatments. Vertical bars indicate + s.e. (n =4) when larger than the
symbol. Different letters indicate that mean values are significantly different at a given date

between treatments (P<0.05).

Figure 29: Changes in (A) N/S ratio, (B) N organic / S organic ratio and (C) S-SO42-
content in leaf-blade (LB) of leaf ranks 8, 10, 12 and roots of oilseed rape for control plants
(+ S; closed symbols) and S limited plants (- S; open symbols) during 35 days of
treatments. Organic N (or S) is represented by the difference between total N (or S) and

nitrate (or sulphate). Vertical bars indicate = s.e. (n =4) when larger than the symbol.
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Different letters indicate that mean values are significantly different at a given date

between treatments (P<0.05).

Figure 30: Relative expression of root plasmalemma (A) BnSultrl.1, (B) BnSultrl.2 and
tonoplast (C) Bnsultr4.1, (D) BnSultr4.2 sulphate transporters in oilseed rape for control
plants (+ S; dark bars) and S limited plants (- S; open bars) during 35 days of treatment.
Relative expression for each gene is the average * s.e. (n = 4) of Q-PCR analysis and is
expressed relative to the day O initial control expression level for that gene. Different letters
indicate that mean values are significantly different at a given date between treatments
(P<0.05).

Figure 31: Experimental design: After one week on demineralized water, plants were
grown during two weeks on high S solution (300 uM SO42-) and were then divided in two
groups during two additional weeks. They were initially supplied either with 300 uM SO42-
(HSI) or 15 uM SO42- (LSi). On Day 0, every group was again divided in two groups and
treatments were applied during 28 days with either High S solution (300puM SO42-; HS) or
Low S solution (15uM SO42-; LS), thus generating four treatments : HSi-HS; HSI-LS; LSi-
HS and LSI-LS. In the meantime, overall treatments were continuously labelled with 15N

and 34S and plants were finally harvested at Day 0, 14 and 28.

Figure 32: Changes of (A) whole plant, (B) whole leaf blades and (C) roots total biomass
of plants initially grown either with High S (HSi; solid line) or Low S (LSi; dotted line) and
submitted during 28 days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles)
treatments. Vertical bars indicate + s.e. of the mean for n = 4 when larger than the symbol.
Different letters indicate that mean values are significantly different at a given date

between treatments (P<0.05).

Figure 33: Changes of (A) whole plant N and (B) cumulated 15N uptake and (C) whole
plant S and (D) cumulated 34S uptake of plants initially grown either with high S (HSI; solid
line) or low S (LSi; dotted line) and submitted during 28 days to High S (HS; closed circles)
or Low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars indicate + s.e. of the mean forn =4
when larger than the symbol. Different letters indicate that mean values are significantly
different at a given date between treatments (P<0.05).
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Figure 34: Changes of (A) roots total N and (B) cumulated 15N (i.e. deriving from uptake)
and (C) roots total S and (D) cumulated 34S (i.e. deriving from uptake) of oilseed rape
plants, initially grown either with high S (HSi; solid line) or low S (LSi; dotted line) and
submitted during 28 days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles)
treatments. Vertical bars indicate = s.e. (n = 4) when larger than the symbol. Different
letters indicate that mean values are significantly different at a given date between
treatments (P<0.05).

Figure 35: Changes of (A) nitrate-N, (B) sulphate-S and (C) amino acids contents in roots
of oilseed rape plants initially grown either with high S (HSi) or low S (LSi) and submitted
during 28 days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles) treatments.
Vertical bars indicate £ s.e. (n = 4) when larger than the symbol. Different letters indicate

that mean values are significantly different at a given date between treatments (P<0.05).

Figure 36: Relative expression of root nitrate transporters (A) BANRT1.1, (B) BnNRT1.2
and root sulphate transporters (C) BnSultrl.1, (D) BnSultrl.2 (E) Bnsultr4.1 and (F)
BnSultr4.2 in oilseed rape plants, initially grown either with high S (HSi) or low S (LSi) and
submitted during 28 days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles)
treatments. Vertical bars indicate + s.e. (n =4) when larger than the symbol. Values are
given as the mean = s.e. (n = 3) of Q-PCR analysis and are expressed relatively to the
Day 28 value observed for control plants (i.e. HSi — HS). Different letters indicate that

mean values are significantly different at a given date between treatments (P<0.05).

Figure 37: Experimental design: After one week on demineralized water, plants were
grown during two weeks on high S solution (300 puM SO42-) and were then divided in two
groups during two additional weeks. They were initially supplied either with 300 uM SO42-
(HSi) or 15 uM S0O42- (LSi). On Day 0, every group was again divided in two groups and
treatments were applied during 28 days with either High S solution (300puM SO42-; HS) or
Low S solution (15uM S0O42-; LS), thus generating four treatments : HSi-HS; HSI-LS; LSi-
HS and LSI-LS. In the meantime, overall treatments were continuously labelled with 15N

and 34S and plants were finally harvested at Day 0, 14 and 28.

Figure 38: Whole plant, (B) whole leaf blades, (C) leaf blade biomass and (D) SPAD
values of leaf blades (LB) of leaf rank #5, 7 and 9 (i.e. LB #5, 7 and 9) of plants initially
grown either with high S (HSi; solid line) or low S (LSi; dotted line) and submitted during
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28 days to high S (HS; closed circles) or low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars

indicate * s.e. of the mean for n =4 when larger than the symbol.

Figure 39: (A) total N and (B) total cumulated 15N content (i.e. deriving from uptake) in
leaf-blade (LB) of leaf ranks #5, 7 and 9 (i.e. LB #5, 7 and 9) of oilseed plants initially
grown either with high S (HSi; solid line) or low S (LSi; dotted line) and submitted during
28 days to high S (HS; closed circles) or low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars
indicate + s.e. of the mean for n =4 when larger than the symbol. Note that in figure 3B,

values of LS plants are superimposed.

Figure 40: (A) protein and (B) amino acid content in leaf-blade (LB) of leaf ranks #5, 7 and
9 (i.e. LB # 5, 7 and 9) of oilseed rape plants, initially grown either with high S (HSi; solid
line) or low S (LSi; dotted line) and submitted during 28 days to high S (HS; closed circles)
or low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars indicate + s.e. (n =4) when larger than

the symbol.

Figure 41: (A) total S and (B) total cumulated 34S content (i.e. deriving from uptake) in
leaf-blade (LB) of leaf ranks #5, 7 and 9 (i.e. LB #5, 7 and 9) of oilseed plants initially
grown either with high S (HSi; solid line) or low S (LSi; dotted line) and submitted during
28 days to high S (HS; closed circles) or low S (LS; open circles) treatments. Vertical bars
indicate * s.e. of the mean for n =4 when larger than the symbol.

Figure 42: (A) Relative expression of tonoplastic sulfate transporters Bnsultr4.1 and
BnSultr4.2 and (B) sulphate content in leaf-blade (LB) of leaf ranks #5, 7 and 9 (i.e. LB #5,
7 and 9) of oilseed rape plants, initially grown either with high S (HSi) or low S (LSi) and
submitted during 28 days to high S (HS) or low S (LS) treatments. Vertical bars indicate +
s.e. (n =4) when larger than the symbol. Values are given as the mean £ s.e. (n =4) of Q-

PCR analysis and are expressed relatively to the day 28 control value.

Figure 43: Day 28 relative transcript level of BnSAG12 and BnCab genes in leaf-blade of
leaf ranks # 5 to 9 of oilseed rape plants initially grown either with high S (HSi) or low S
(LSi) and submitted during 28 days to high S (HS) or low S (LS) treatments. Vertical bars
indicate £ s.e. (n =4) when larger than the symbol. Values are given as the mean £ s.e. (n
=4) of PCR analysis and are expressed as relative percentages of the day 28 control value
for both genes (i.e. BhnSAG12 and BnCab).
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Figure 44: Schéma de synthese permettant de présenter les différentes conclusions de la
these, et de proposer quelques hypotheses. La taille des compartiments et des polices
permet d’indiquer I'évolution relative des pools, des flux ainsi que le niveau d’expression
de certains genes cibles, pour des plantes de colza convenablement alimentées en soufre

(a gauche) ou soumises a une limitation en soufre (a droite).

Figure 45: Relations linéaires entre la teneur en soufre et en sulfate des tiges (ronds
creux) et des feuilles (carrés pleins) de différentes variétés de colza au sein de 57
parcelles agricoles réparties au sein du département du calvados, échantillonnés au stade
G4 en 2009. Les niveaux de fertilisation soufrée s’étalaient sur une gamme allant de 0 a

130 kg S. ha-1. D’aprés Sarda et al., en cours de soumission.
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Tableau I: Les 8 principaux engrais soufrés utilisés en France (CETIOM).

Tableau 1l: Les 5 groupes de transporteurs de sulfate mis en évidence chez Arabidopsis
thaliana (Buchner et al., 2004 ; Yoshimoto et al., 2002 ; Abrol & Ahmad, 2003).

Table 1lI: Day 28 partitioning of 15N or 34S uptake in whole leaf-blades and roots as % of
whole plant (roots, stems, leaf blade and leaf petioles) 15N or 34S uptake, and total
remobilized 14N (present on Day 0) and 32S (present on Day 0) within whole leaf-blades
and roots of oilseed rape plants, initially grown either with high S (HSi) or low S (LSi) and
submitted during 28 days to High S (HS; closed circles) or Low S (LS; open circles)
treatments. Values are given as the mean % s.e. (n = 4). Different letters indicate that

mean values are significantly different between treatments (P<0.05).

Table 1V: Day 28 remobilization of 14N and 32S (endogenous N and S present on day 0)
within leaf blades of leaf ranks #5, 7 and 9 of oilseed rape plants initially grown either with
high S (HSI) or low S (LSi) and submitted during 28 days to High S (HS; closed circles) or
Low S (LS; open circles) treatments. Values are given as the mean = s.e. (n = 4). Different

letters indicate that mean values are significantly different between treatments (P<0.05).
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Does mineral S availability alter Sand 'S dynamics during vegetative
growth of oilseed rape?

M. Abdallah !, L. Dubousset , P. Etienne, M.P. Bataillé, J. Bonnefoy, J.-C. Avi _ce, A.
Ourry and E._Meuriot.

UMR INRA/UCBN 950 Ecophysiologie Végétale, Agronomie & nutritions N, C, S (EVA). Institut de Recherche en
Biologie Appliquée, Esplanade de la Paix, F- 14000 Caen, France

Email: frederic.meuriot @ unicaen.fr
! This work was supported by ANR-COSMOS : Colza et Soufre : cycle du soufre et Mobilisation des composés soufrés
et azotés en réponse a une Oligotrophisation en Soufre: ANR-05-JC-05-51097

In higher plants, sulphur (S) is an essential element for crop yield and quality [1]. However, S availability
has been decreasing in many areas of Europe since last decade [2], which severely reduced the yield by
more than 40% [3]. Rapeseed (Brassica napus L.) is a plant of worldwide importance and it requires high
inputs of S fertilizers. This plant is particularly sensitive to S deficiency because it has a high demand for S
[4] in order to produce seeds with a high yield of protein with relatively large quantities of S-containing amino
acids [5]. Even if the importance of S was well documented since many years [6], the physiological effects of
S deficiency remain largely unclear. As a consequence, we studied the effects of mineral S deficiency on S
fluxes during vegetative growth of rapeseed at both whole plant and leaf rank level (i.e. leaf tissues
representing more than 80% of total biomass; data not shown).

Rapeseed plants were sown and grown in a greenhouse during six weeks in hydroponics with optimal N
and with 300 pM *'S0O,> At this date, two treatments were applied during 35 days with 300 uM **S0,* for
control plants (+S) or with 15 pM **S0O,* for S deficient plants (-S). Natural light was supplemented with
phytor lamps (150 pmoles.m-2.s-1 of photosynthetically-active radiation) for 16 h with a thermoperiod of
24T (day) and 18 <C (night).

Our results highlight that S deficient plants showed no significant differences either on whole plant and
leaf rank biomasses, when compared to control plants. However, either for whole plant and leaf ranks total S
and **S (i.e. deriving from S uptake) amounts are greatly reduced after 35 days. For example, plant total S
amount was decreased from 159 mg. plant'1 for control plants to 57 mg. plant'1 for S deficient plants.

Even if S deficient plants had 20 times less mineral S than control plants, and therefore presents
contrasted S managements (total S and *'S), their development remained surprisingly unchanged. This
could be due to the plant high initial S level (i.e. S reserves). As a conclusion, during its vegetative growth,
our results highlight that rapeseed presents a great physiological adaptation through the fine management of
S fluxes within the plant. As suggested by Gleeson [7], this adaptation is mediated by optimization of S
cycling within the plant. However, and because S deficiency can reduce the yield by more than 40% [3], this
great adaptation should be solely effective on a short time scale (i.e. vegetative growth).

Acknowledgements : The authors wish to acknowledge Raphael Segura, Anne-Sophie Desfeux, Julie
Gombert and Anne-Francoise Ameline. This work was supported by a Ph. D grant from the Egyptian ministry
of higher education and research.
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A **S0,* pulse-chase labeling method to study the Srecycli  ngin
oilseed rape submitted to SO ,* deficiency during the rosette stage.

L. Dubousset , M. Abdallah , A.S. Desfeux, Ph. Etienne, F._Meuriot , J. Gombert, R.
Segura, M.P Bataillé, S. Reze, J. Bonnefoy, A.S. Am eline, A. Ourry, F. Le Dily, J.C. _
Avice .

INRA, UMR INRA-UCBN 950 Ecophysiologie Végétale, Agronomie & nutritions N.C.S., Esplanade de la
Paix, F-14000, Caen, France. (jean-christophe.avice@unicaen.fr)

The decrease of sulphate availability in soil, which is largely due to the decline of industrial rejections of
S0O,, alters both grain yield and oil quality of oilseed rape (Brassica napus L.). Consequently, S fertilization is
now recommended in many countries. In order to optimize the S fertilization (adjustment of the period and
level of S fertilization to S demand of crop), it will be necessary i) to characterize the stages of crop cycle that
are the most affected by S deficiency and ii) to understand the mechanisms which contributed to an efficient
recycling of S compounds from source to sink tissues. In this context, our aim was to determine firstly if the
rosette stage is a vegetative phase of development particularly affected by a transient S deficiency. To
assess the S deficiency effects, a method of **SO,” pulse-chase labeling was used.

Fifteen days after sowing, plantlets were transferred in hydroponic conditions and labeled with 0.3 mM of
¥350,7. After 50 days, the labeling was stopped and plants were submitted to two SO,* treatments during 35
days: High S (HS) versus Low S (LS, 20 fold lower than HS). The incidence of S0~ deficiency on S and ¥s
remobilization from source leaves was studied using isotope ratio mass spectrometry. These data were
comgared to the expression of the BnSultr4;1 (a gene encoding a vacuolar S0~ transporter implicated in
SO, efflux). The senescence progression was studied using an accurate molecular indicator of leaf
senescence status (SAG12/Cab) [1].

At rosette stage, the growth of young leaves in LS plants is significantly reduced only after 35 days
compared to HS plants. After 35 days, the total S and S0, in maturating leaf of LS plants is 4 fold lower
than HS plants while the soluble protein amount remains similar to HS plants. The S amount in maturating
leaf of LS plants rapidly declines and is 2 fold lower than HS plants after 35 days. This large decline of *'S
amount was associated with an induction of the expression of BnSultr4;1 suggesting that vacuolar S0, is
specifically remobilized to sustain the S demand for growth. It is concluded that when transient mineral S
deficiency occurs at rosette stage, oilseed rape is able to maintain leaf growth by an optimization of the
recycling of endogenous S compounds (especially SO,*) without any acceleration of leaf senescence
process.

Acknowledgement : This work was supported by the French National Research Agency (ANR-COSMOS
n‘ANR-05-JC05-51097).
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Effect of S availability on S uptake and remobiliza  tion during the
vegetative growth of Brassica napus L.

Abdallah M. *; Dubousset L. ; Meuriot F. *; Etienne P. *; Avice J-C. ; Ourry A. *

! Univ Caen, UMR INRA-UCBN 950 Ecophysiologie Végétale, Agronomie & nutritions N, C, S (EVA), INRA,
F-14032 Caen, FRANCE

Rapeseed (Brassica napus L.) is particularly sensitive to sulphur (S) deficiency because it has a high
demand for S in order to produce seeds with a high yield of protein with relatively large quantities of S-
containing amino acids. Even if the importance of S was well documented since many years, the
physiological effects of S deficiency remain largely unclear. As a consequence, we studied the effects of
mineral S deficiency on S uptake and remobilization during vegetative growth of rapeseed at both whole
plant and leaf rank level for plants grown during 35 days with 300 uM ¥s50,” (control plants; +S) or with 15
puM 50, (S deficient plants; -S).

Our results highlight that S deficient plants showed no significant differences either on whole plant and
leaf biomasses, when compared to control plants. However, total S and *'S (i.e. deriving from S uptake)
contents are greatly reduced either for whole plant and leaf after 35 days. Even if S deficient plants had 20
times less mineral S than control plants, and therefore presents contrasted S managements (total S and *'S
and induction of both tonoplastic and plasmalemic sulphate transporters), their development remained
surprisingly unchanged. This could be due to the plant high initial S level (i.e. S reserves).

As a conclusion, during its vegetative growth, our results highlight that rapeseed presents a great
physiological adaptation through the fine management of S fluxes within the plant. This adaptation is
mediated by optimization of S cycling within the plant. However, and because S deficiency can reduce the
yield by more than 40%, this great adaptation should be solely effective on a short time scale (i.e. vegetative
growth).

Key Words: N labelling, **S labelling, Sulphur deficiency, S transporter, sul  phate
Session 4: Biotic and abiotic stress.  Part 2: Environmental stress and adaptation
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