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Liste des abréviations

1N : azote 14
15N : azote 15

.ﬂAPl . « amino acid
permease 1 »
ABA : acide abscissique

ADN : acide
désoxyribonucleique

ADNCc : acide
désoxyribonucléique
complémentaire

AGH : y-
glutamylhydroxamate

AlaT : alanine
aminotransférase

ANOVA : analyse of
variance

ANSES: agence nationale de
sécurité sanitaire de
I'alimentation, de
I'environnement et du travail

AP : protéases a aspartate

API : inhibiteur des
protéases a aspartate

ARN : acide ribonucléique

AS : asparagine
synthéthase

ATP : adénosine tri-
phosphate

BCIP : 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl phosphate

BET : bromure
d’éthydium

BSA : « bovine serum
albumin »

Cab . « chlorophyll a/b-
binding protein »

Canola : « canadian oil,
low acid »

CETIOM : centre
technique
interprofessionnel des
oléagineux et du chanvre

CHATS : « constitutive
high affinity transport
system »

CIPAN : culture
intermédiaire piege a
nitrate

CK : cytokinines
CLATS : « constitutive

low affinity transport
system »

Clp : protéases
caséinolytiques

CNDA41: « chloroplast
nucleoid DNA binding
protein 41 »

CP : protéases a cystéine

CPI : inhibiteur des
protéases a cystéine

CRAW : centre wallon de
recherche agronomique

Deg proteases:

« degradation of
periplasmic proteins »

DM/MS : « dry matter » /
matiere seche

DMSO : diméthylsulfoxide
DTT : dithiothréitol

fAA/NAE . efficience
d’assimilation de I'azote

EAbA/NUpE : efficience
d’absorption de l'azote

EDTA : éthylene diamine
tétra acétique

EF1-1: « elongation factor
1-1 »

ERA/NRE : efficience de
remobilisation de I'azote

EUA/NUE : efficience
d’'usage de l'azote

EUtA/NULE : efficience
d'utilisation de 'azote

ExoP : exopeptidase

fAO : « Food and

Agriculture Organization
of the United Nations »
(Organisation des Nations
Unies pour I'alimentation
et I'agriculture)

FM / MF : « fresh matter »
/ matiéere fraiche

FtsH: protéases
« Filamentation
temperature-sensitive H »

GaAs : gibbérellines






GDH : glutamate
deshydrogénase

GOGAT : glutamine
oxoglutarate
aminotransférase
(glutamate synthase)

GS: glutamine synthétase

5‘£\l . « high nitrogen »
(fort azote)

HtrA : « high temperature
requirement A »

IGEPP: Institut de

génétique, environnement
et protection des plantes,
Rennes

IHATS : « inducible high
affinity transport system »

IJPB : Institut Jean-Pierre
Bourgin, Versailles

ILATS : «inducible low
affinity transport system

INN : indice de nutrition
azotée

IRMS : « isotope-ratio
mass spectrometry »

.’]CO : « knock out »

.EAP : leucine
aminopeptidases

LB prod : production de
biomasse foliaire

Lhcb3 : « LHCII type llI
chlorophyll a/b-binding
protein »

LHCII : «light harvesting
complex Il »

LN : « low nitrogen »
(faible azote)

LSU/GSU: « Rubisco
large subunit » / grande
sous-unité de la Rubisco

MC : métacaspases

MeJa : jasmonate de
méthyle

MG132:
benzyloxycarbonyl-leu-
leu-leucinol

MMP : « matrix
metalloproteinases »

MP : métalloprotéases

MPI : inhibiteur des
métalloprotéases

MPP : « mitochondrial
processing-peptidases »

MDH : nicotinamide
adénine dinucléotide

NADPH : nicotinamide
adénine dinucléotide
phosphate

NBI : « nitrogen balance
index »

NBT : nitroblue
tetrazolium

NCBI : « National center
for biotechnology
information »

Abréviations

NDVI : « normalized
difference vegetation
index »

NiR : nitrite réductase

NIRS : « near infrared
spectroscopy »
(spectroscopie proche
infrarouge)

NR : nitrate réductase

NRE a1 : efficience de
remobilisation dans la
feuille source

OGM . organisme

généetiquement modifié

Tap-L . protéases

« papain-like »

PAR : « photosynthetically
active radiations »

(rayonnements
photosynthétiques actifs)

PCD : « programmed cell
death » (mort cellulaire
programmeée)

PCR: « polymerase chain
reaction » (réaction en
chaine par polymérase)
PE : « protein extract »
(extrait de protéines
solubles)

PEF : « plant elemental
fluxes »

PI : inhibiteur du
protéasome

PSI : photosysteme |
PSII : photosysteme I






PVDF : polyvinylidene
difluoride

PVP : polyvinylpyrrolidone
PVPP:
polyvinylpolypyrrolidone

QT L : « quantitative trait

loci »

‘RAPSODYN :

« Optimisation of the
rapeseed oil content and
yield under low nitrogen
input: improving breeding
of adapted varieties using
genetics and genomics »

RCB : « Rubisco-
containing bodies »
(vésicules de dégradation
de la Rubisco)

Remob ., : remobilisation
des acides aminés

Remob o :
remobilisation des
protéines solubles

ROS: « reactive oxygen
species » (espéeces
réactives de I'oxygene)
RT-PCR : « reverse

transcription polymerase
chain reaction »

Rubisco :ribulose 1,5-
bisphosphate carboxylase-
oxygenase

SA : acide salicylique

Abréviations

TSW : « thousand seed
weight » (poids de mille

SAG : « senescence-
associated genes »

SAV : « senescence- grain(e)s)

associated vacuole »

SDG : « senescence down- L
Ub > ubiquitine

regulated genes »

UPLC : « ultra
performance liquid
chromatography »

UPS: « ubiquitin 26S-
proteasome system »

SDS: sodium dodecyl
sulfate

SDS-PAGE: « SDS
polyacrylamide gel
electrophoresis »

SE : « standard error »

(erreur standard) VPE I
. « vacuolar

processing enzyme »

SOD : superoxide
dismutase

SP: protéases a sérine

SPAD: « soil plant
analysis development »

SPI : inhibiteur des
protéases a sérine

SSU/PSU: « Rubisco
small subunit » / petite
sous-unite de la Rubisco

WSCP: « water soluble

chlorophyll-binding
protein »

Sub-L : protéases
subtilisin-like

IIAE : tampon tris acétate
EDTA

TBS: « tris buffer saline »
(tampon tris salin)

TBST : tampon TBS avec
tween 20

TCA : acide
trichloroacétique

TCN : teneur critique en N
TGX : « tris-glycine
extended »

TP : protéases a thréonine
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Brassica rapa* Brassica napu Brassica oleracea
(AA) 2n=20 (AACC) 2n=38 (CC) 2n=18

\ 4

Brassica juncea Brassica carinata
(AABB) 2n=36 (BBCC) 2n=34

N

Brassica nigra
(BB) 2n=16

Figure A-1 : Place du colza Brassica napuydans le triangle de « U » représentant
les différentes relations génétiques entre diverses especesBrassicacéed.e triangle
de U décrit les relations génétiques entre 3 espécdrakesica (B.)diploides : le chou
(B. oleracea),la navette (B. rapa) et la moutarde noireB. nigra) et 3 especes
allotétraploides résultant d"hybridations entre les diploidescolza 8. napus) la
moutarde brune B. juncea)et la moutarde d'AbyssinieB( carinatd. A, B et C
représentent les différents génomes et n représente le nombreotieosbmes (d’aprés
U, 1395).

Tableau A-1 : Différentes utilisations de I'huile de colza en fontion de la
composition de I'huile extraite des graines.

Faible ena-linoléique Riche en

Riche en acide érucique Riche en acide oléique . - . o
Riche en acide oléique | acidea-linoléique

v/ Chimie verte

v' Chimie verte (bioplastique, base de
(bioplastique, base de produits cosmétiques, | v Alimentation v Diététique
produits cosmétiques, détergents, lubrifiants) (friture) v Biocarburant

détergents, lubrifiants)] v* Diététique
v’ Biocarburant

Autres acides gras

— [ Acide érucique (<2 %)
Acide linoléique (9 %)
Autres Acide linolénigue (22 %)

30 %

Acide oléique (60 %)

Protéines

Figure A-2 : Teneur moyenne en protéines, en huile, et composith en acides gras
de I'huile de la graine de colza(source Neset al.,2008; CETIOM).
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Le colza, du néerlandais « koolzaadgraine de chou), est une plante herbacée
bisannuelle de la famille des Brassicacées. Cetgoléux est issu d’'un croisement entre le
chou et la navette (U, 1935) (Figure A-1), 200058QLans avant J.-C. L’hybride issu de ce
croisement possede par conséquent un double géetoanété sélectionné sous 2 formes : le
rutabaga pour ses racines et le colza pour la ptimtud’huile ou de fourrage. Il existe deux
variétés de colza : le colza de printemps cultivéCanada et en Australie (cycle de 120-150
jours), et le colza d’hiver plus adapté aux clineisopéens (cycle de 250-310 jours).

Plusieurs «types » de colza ont été sélectionnéforection de la composition en
acides gras de I'huile extraite des graines (Tabldl). Les graines des variétés utilisées
pour l'alimentation humaine contiennent 40 a 50%udé, composée en moyenne de 22%
d’acide linolénique (précurseur d’'oméga 6) et 9%citle linoléique (précurseur d'oméga 3)
(Figure A-2). Grace a cette composition en acidas,d’huile de colza alimentaire participe a
réduire de maniére significative les risques deadiab coronariennes (ANSESt de cancer
du sein (Cheet al, 2010). Cependant, I'huile de colza utilisée dbaignentation humaine
contenait naturellement de I'acide érucique, cordpaesumé toxique pour 'homme. Par
conséquent, une premiere sélection génétique eéali€ée dans les années 70, et seuls des
colzas d’hiver et de printemps présentant un taaxidk érucique inférieur a 2% de la
fraction lipidique (variétés dites « 0 ») sont aglmpour I'alimentation humaine (Nest al,
2008). Ces variétés de colza sont appelées CaaotaqCanadianoil, low acid ».

Par ailleurs, le résidu de pressage (tourteau)dsdiextraction de I'huile des graines
par trituration (Figure A-3A) est valorisé dandilizentation animale (vaches laitieres, porcs
et volailles). Cependant, le colza est naturellednehe en glucosinolates, que ce soit dans
les parties végétatives ou les graines. Ce compogfé entraine une faible appétence du
tourteau, une perturbation des fonctions de ladgatmyroidienne et une limitation de la
croissance du bétail (CETIOW Ainsi, pour éviter une trop forte concentrati@m
glucosinolates du tourteau, les variétés « 0 »mige dans les années 70 ont de nouveau été
sélectionnées dans les années 80 pour donner ma@saax variétés « 00 » (double zéro),
avec des graines présentant une faible teneurumogiholates (inférieure a 20 umoles par
gramme). Le tourteau de colza est un peu moing righ protéines que le tourteau de soja
mais sa composition en acides aminés (lysine, wwtie et cystéine), en minéraux (calcium
et phosphore; Figure A-3B) et en acides gras uméat (acide oléique) permet une
amélioration de la qualité nutritionnelle du lditez les vaches laitieres et de la production de

L ANSES : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
> CETIOM : Centre technique interprofessionnel des oléagineux et du chanvre



Protéines végétales

(concentrées, isolées)

Extraction

Tourteau

W Trituration

Huile brute

Semi-raffinage

Raffinage

Huile raffinée

W

B
Tourteau de colza Tourteau de soja 48
Matiere séche (%) 88,7 87,8
Protéines brutes (%) 33,7 45,3
Cellulose brute (%) 12,4 6,0
Matiere grasse (%) 2,3 1,9
Lys DI (% PDIE) 6,8 6,9
Met DI (% PDIE) 2,0 15
Calcium (g/kg) 8,3 3,4
Phosphore (g/kg) 11,4 6,2
UFL (par kg) 0,85 1,06
UFV (par kg) 0,80 1,05
PDIA (g/kg) 92 177
PDIN (g/kg) 219 331
PDIE (g/kg) 138 229

Variations des résultats obtenus avec du tourteau
de colza par rapport & du tourteau de soja
Ingestion d’ensilage de mais 01
(kg MS/VL/jour) ’
Ingestion de la ration totale +11
(kg MS/VL/jour) '
Lait brut (kg/jour) +0,6
Taux butyreux (teneur en matiere
o -1,2
grasse du lait ; g/kg)
Taux protéique (g/kg) +0,3
Gain de poids vif (g/jour) +60

Figure A-3 : Différents traitements de la graine de colza en fonctin de son utilisation (A),
composition du tourteau de colza comparé a celui de soja 48 (B) ethéfices observés avec
le tourteau de colza par rapport au tourteau de soja (C).
MS : matiére séche ; PDIA : protéines d’origine alimentaire digemens l'intestin ; PDIE :
ensemble des protéines digestibles dans l'intestin, d’origingeataire ou microbienne, lorsque
la ration est déficitaire en énergie ; PDIN : ensemble des protéiigestibles dans l'intestin,
gu’elles soient d’'origine alimentaire ou microbienne lorsque tiomaest déficitaire en azote
dégradable ; UFL : unité fourragére pour la lactation ; UFV : unité fogére viande bovine ; VL
: vaches laitieres (source : CETIOM, Institut de I'élevage et PRE)LE
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viande bovine (Figure A-3C ; CETIOM). Le tourteae cblza, produit en France, est donc
devenu une excellente alternative au tourteau jddagement importé.

Du fait de ces nombreuses utilisations alimentatason alimentaires (Tableau A-1),
la culture de colza est en expansion et présemqieisagrande augmentation des superficies de
culture depuis ces 25 derniéres années, que catsoitveau francais, européen ou mondial
(+106% de surface de culture entre 1990 et 2018)effet, avec une production de 21
millions de tonnes de graines en 2013 (EAGUnion Européenne est le premier producteur
mondial et au sein de 'UE, la France présente®™§ @us grande superficie de culture en
2014 (1,5 millions d’hectares avec un rendementenaye 36,7 q.hk; Figure A-4), juste
derriére I'Allemagne. L’'Union Européenne est égatammle premier producteur mondial de
tourteau de colza avec une production francais®ultéeau de 2,5 millions de tonnes pour la
saison 2012/2013 (CETIOM).

La population mondiale croit sans interruption (ffggA-5A) augmentant les besoins
alimentaires, notamment ceux en huile végétaleu(Eid\-5B), et non alimentaires (Figure A-
5C). Pour optimiser les rendements et maintenirproduction suffisante, la culture de colza
requiert une quantité importante d’engrais azoté9-250 kg.ha) (Rathkeet al, 2005). Or,
les codts liés aux engrais azotés, dont la proolucte fertilisants azotés de synthése nécessite
du gaz naturel (méthane, @Haugmentent régulierement et représentent leepesdépense
le plus important des cultures (Rothstein, 200®.(dlus, I'azote apporté en excés peut étre
responsable d’'une pollution environnementale entééssive (risque d’eutrophisation) et/ou
transformeévia les bactéries dénitrifiantes du sol en un gazfet efe serre, le protoxyde
d’azote (NO), 310 fois plus polluant que le GO

Face a ces enjeux économiques et environnemerntal@vjent crucial de trouver des
moyens de limiter I'apport d’intrants azotés tout maintenant, voire en augmentant, le
rendement du colza. Ce travail de these a donc poobition de contribuer a la
caractérisation des déterminants physiologiquesétaboliques impliqués dans une gestion
de I'azote efficace par le colza.

Bénéficiant d’'une allocation du Ministere de I'Empement Supérieur et de la
Recherche, mes travaux de recherche doctoralepsginement inscrits dans le programme
ANR-GENOPLANTE GENERGY (2008-2012) dont I'objectif général était d’amééip le
rendement en huile du colza pour la production decdoburant, et le programme

* Food and Agriculture Organization of the United Nations
* ANR-07-GPLA-016 GENERGY: Improvement of the oil yield of the rapeseed crop in the context of bio fuel
production
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Investissement Avenir RAPSODYN(2012-2019), qui a pour objectif d'optimiser le
rendement du colza en conditions de faibles appadtes.

Le mémoire de these sera organisé de la maniexargai: apres une synthese
bibliographique des connaissances relatives a $éiogede 'azote, a la sénescence et aux
mécanismes cellulaires associés (chapitre B), igsositifs expérimentaux et les différentes
techniques utilisées au cours de ce travail docserant détaillées (chapitre C) et les résultats
seront présentés sous forme de 3 articles (chdpjiravant d’étre discutés globalement dans
un chapitre « discussion générale et perspectiyelapitre E).

> ANR-11-BTBR-004 RAPSODYN - Investments for the Future: Optimisation of the RAPeSeed QOil content anD
Yield under low Nitrogen input






CHAPITRE B
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

& OBJECTIFS




SEMIS / IMPLANTATION

.. REPRISEDE
VEGETATION

- FLORAISON

: ? o .

» ; '
Y )
i A
g . - ‘ ¥ IV ig f { 4
¥ J Doty > s 2
. " WL :‘&L 2 b i -1 . &
|
| Semis Levée Formation rosette | Hiver | Montaison Boutons accolé Floraison Formation siliqups
Stade A Stade B | Vernalisatiorl Stade Stade D/E Stade F Stade G

Figure B-1 : Cycle de développement du colza d’hiver, du semis a lormation des graines.

(source : CETIOM).
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|. La culture de colza et la nutrition azotée

En plus de l'azote disponible dans le sol, le caolgaessite des apports d’engrais
azotés importants (160-250 kghgRathkeet al, 2005), mais seulement 50% de cet azote
est retrouvé dans les graines (Schjoerahgl, 1995). Par conséquent, il est crucial de mieux
comprendre l'utilisation du N par le colza afin m’'améliorer sa valorisation et ainsi réduire

les colits économiques et optimiser le bilan agrrennemental de cette culture.

LI L’azote au cours du cycle de développement deolza

Le cycle de développement du colza comprend sepestprincipales (Figure
B-1) : le semis, la levée (formation des cotylédoetade A), formation de la rosette
(production de feuilles ; stade B), montaison @&sance de la tige; stade C),
développement des bourgeons floraux (stades D et fl&aison (stade F) et
développement des siliques/formation des grairtas€sG). Les capacités d’absorption
et les besoins en N du colza varient en fonctiorstdule de développement et sont

détaillés dans les paragraphes suivants.

[.1.1. Du semis a la reprise de croissance (stadasB)

En France, le colza d’hiver est semé entre le 15 @iole 15 septembre a une
densité de 30 a 60 graines par m2, permettanedidie en sortie d’hiver une densité
de 25-35 pieds par m2. Dans un premier temps,dgdédons se forment (stade A)
puis une vingtaine de feuilles apparaissent et éoitnta rosette (stade B). Au niveau
racinaire, le pivot se développe et accumule desrvés organiques pour la suite du
cycle. La croissance ralentit, voire stoppe durBimiver (période de repos de
végétation). En effet, méme si le colza peut résiat des températures de -20°C
(Merrien and Pouzet, 1988), son « zéro de végétatioe. température a laquelle la
croissance s'arréte, se situe a 5°C. Cette péramidroid est cruciale pour le
développement du colza car elle permet sa vertalisaétape nécessaire a
l'initiation florale. La durée de la vernalisatiosst d’autant plus courte que la
température est basse, ’héméropériode longue gldates agées.

Durant I'automne, avant la vernalisation, le coésh qualifié de « pompe a
nitrate » du fait d’'une grande capacité d’absorptei de stockage du N. Ces
caractéristiques font que le colza est souvenisé@titomme Culture Intermédiaire
Piege a Nitrate (CIPAN). Au cours de la périodeartale, I'apport d’engrais azotés
est interdit du ¥ septembre au 31 janvier en zones vulnérablesc(iliee nitrate

4
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Figure B-2 : Flux d’azote chez le colza (cv. Capitol) avant (A) et aprés (B floraison.

Les flux de N (mg de N par organe) issus de la remobilisation sont indiquésiéhg (fleches
grises) et les flux du N provenant de I'absorption a droite (fleches sjoitee pourcentage par
rapport a I'azote total absorbé ou remobilisé est indiqué entre parenthésesgrRoata2001).

Tableau B-1: Dose (UA : unité d’azotei.e. kg de N par ha) et modalités de fractionnement des
engrais azotés a apporter en fonction de la taille du colza en serti’hiver (source CETIOM).

Type de colza en sortie d’hiver

Petit Moyen Gros Trés gros
(moins de 0,8 kg/m?) | (0,8-1,6 kg/m?) | (1,6-2,5 kg/m?) (plus de 2,5 kg/m?)
Dose totale a apporter 170a220 UA 130 a 200 UA TO0AUA 0a80UA
Nombre d’apports 3 2a3 l1az2 0Dal
Reprise (stades C1-C2) 40 UA 60 a 80 UA 0a60UA 0 UA
'?;’t:t(;’enss g;‘fg'zé)s 70 2100 UA 50 & 100 UA 60 & 100 UA 0280 UA
Boutons séparés (stade E 60 UA 0a40 UA 0 UA 0asoU
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91/676/CEE de 1991). En effet, un apport de N ducatte période permet une
augmentation de la surface foliaire mais pas ddeerent (Colnennet al, 1998).
De plus, les feuilles de colza tres riches en Nvpeuchuter avec une teneur en N
élevée (jusqu’a 3,5% de la matiére seche) (Malagfadil, 2005b). Ce N organique
peut étre minéralisé par les bactéries du sol fmssivé sous forme de nitrate,
augmentant le risque de pollution environnementgl&in, un fort apport de N
durant 'automne favorise une croissance de la (#&engation automnale) qui
augmente la sensibilité au gel et constitue unertepd’entrée » pour le phoma
(CETIOM).

[.1.2. De la reprise de croissance a la transitionstade véqétatif — stade

reproducteur (stades C-E)

Apres la période hivernale, une reprise de crosast observée, davantage
conditionnée par la date du semis que par la teatymér (Tittonelet al, 1988). La
surface foliaire augmente jusqu’a la floraison deta F1-F2) et est associée a une
élongation/ramification de la tige (début de mastai; stades C1-C2). En fin de
montaison, a partir du mois d’avril, les boutortgdux apparaissent en grappe sur la
tige principale (stades D1-D2/E).

Par le biais d'un marquage avec un isotope stable&Nd*°N), une forte
absorption du N a été mise en évidence de la eefddscroissance (C1) au début de
la floraison (F) (Rossatet al, 2001). A ces stades, une croissance importarste de
parties aériennes (tige, feuilles et inflorescepess observée et, en conséquence, le
N absorbé est principalement alloué a ces orgarigsiré B-2). Etant donné les
capacités d’absorption élevées et les forts besing, une fertilisation de 160 a 250
kg/ha est préconisée au printemps pour obtenir progluction de biomasse
permettant d’atteindre I'objectif de rendement sotéh La quantité de fertilisants N
apportée dépend de la biomasse du colza en stnierd du potentiel de rendement
de la parcelle, du type de sol et de I'apport dpaX les matieres organiques (urée,
effluents d’élevage...). L'apport de Nia les matieres organiques doit étre
particulierement pris en compte. En effet, si upaxpde N minéral est requis, il doit
étre décalé dans le temps pour permettre au celzaldriser le N stocké durant la
période hivernale. Par ailleurs, en cas de dosegciés supérieure a 100 kghda
dose a apporter doit étre fractionnée pour évésrpgertes importantes, notamment
par lessivage (Tableau B-1). Des outils ont étéeldfpés pour raisonner/ajuster
cette fertilisation azotée (détaillés dans le paapige B.1.11).
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Figure B-3 : Rendement grainier moyen du colza en quintaux de graies par
hectare (g.ha') de 2000 a 2014 en Francgsources : FAO, CETIOM).
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[.1.3. De la floraison a la récolte (stades reprodeteurs : F-G)

La floraison (stade F) dure 4 a 6 semaines (Letert®88) et sa date
d’initiation dépend grandement de la précocité dlivar, mais reste relativement
stable pour un génotype donné. Cependant, darass ld’en semis tardif, la floraison
peut étre retardée et un gel en début de floraeEut en augmenter sa durée
(Mendham and Salisbury, 1995). Le colza est praleiment autogame, et la
fécondation donne naissance aux siliques au seiquédes le développement, le
remplissage et la maturation des graines nécess§itary semaines (stades G1-G5).
La récolte se fait lorsque le taux d’humidité deaimps est inférieur & 15%. En
France, le rendement en graines du colza est esti®®7 q.hd en 2014, et est
monté jusqu’a 37,7 q.Haen 2009 (Figure B-3) (FAO, CETIOM).

Le niveau de disponibilité en N du sol est souvaiiile en fin de cycle du
fait des conditions climatiques séches et d’'untefabsorption du N durant les stades
de développement précédents. De plus, les capat@ésorption du N minéral
diminuent significativement au début de la formataes siliques (cf. §B.L.11.1.b.).
Par conséquent, le N utilisé pour le remplissagegiaines provient majoritairement
de la remobilisation du N endogéne, notamment daeslds, des tiges et du pivot
(Figure B-2).

LIl. Optimisation des pratigues culturales : fertilisation et gestion des cultures

Les modalités de fertilisation et la gestion desuces de colza d’hiver ont été
significativement améliorées ces dernieres annBas.exemple, le type de sol, les
conditions climatiques et le stade du développerdantolza influencent grandement
I'efficacité de la forme de N appliquée (nitrate aonmonium) sur le rendement : en
hydroponie, un apport de N composé a 75% d’ammoratdn 25% de nitrate permet
d’augmenter significativement la croissance dasplemiers stades de développement
en comparaison a une alimentation en nitrate seuh ane alimentation entierement
sous forme d’ammonium, cette derniére provoquamhenéne diminution drastique de
la croissance (Rathlket al, 2006).

Une autre piste prometteuse est l'utilisation diestbnulants. Etant donné leur
faible teneur en N, phosphore et potassium, lestibiolants ne sont pas considérés
comme des engrais. Chez le colza d’hiver par exentippplication d’'un extrait a base
d’algues (AZAL5) ou d’acide humique (E7) développ& TIMAC AGRO (groupe
ROULLIER) au stade végétatif permet une meilledrsoaption du nitrate et du sulfate
via une induction de leurs transporteurs racinairepaetifs. Dans le cas d’AZALS5,
cette meilleure absorption permet d’augmenterd@tion de N aux parties aériennes et



Tableau B-2 : Moyens d’amélioration de la fertilisation azotée et conségences attendues

(d’aprés Rathket al., 2006).

Moyen d’amélioration

Conséquences attendues

Culture et rotation de culture

Augmentation de I'absorption et de I'utilisation dupliar
I'utilisation de culture efficiente pour le N, réction de la
fréquence des jachéres et rotation des culturesa&ieement
peu profond/profond

Amélioration génotypique

Cultivars avec une absorption et une utilisatiocrae du N du
sol et des fertilisants

Prédiction de fertilisation précise
Demande en N.e. test sur la plante et le sol, capteur de
fertilisation contr6lée, modélisation de I'apport)

Augmentation de I'absorption et de I'utilisation Nudu sol et
des fertilisants en considérant le N disponible@out de la
croissance et la minéralisation durant la croissaies plantes

Forme d’azote apportéed. fertilisant minéralvsfumure
organique, urégsammoniunvsnitrate, utilisation
d’inhibiteurs d’'uréases et de nitrification)

Eviter la perte de N causée par les formes de Neu u
transformation du N dans le sol. Augmentation ditacité
d’usage du N en considérant la préférence desgaqmur une
certaine forme de N (NFivsNOy)

Dates et nombres des apports

Réduction de la perte du N au début de la croissance
augmentation de I'efficience d’usage de 'azote

Techniques d'application.é. surfacevsincorporatiorvs
diffusion)

Réduction de la perte de N, amélioration de la digplité
spatiale du N, réduction de I'immobilisation du N

Culture intermédiaire (CIPAN : culture intermédégiége a
nitrate) et associations avec des plantes fixatidesN
(légumineuses)

Absorption du N du sol et minéralisation du N résgidies
plantes a 'automne menant a une réduction derta gde N par
lessivage et a une augmentation de la disponikifit® pour les
cultures suivantes

Gestion des résidus de culture
Incorporation des chaumes
Timing, intensité et profondeur d’enfouissementadeulture

Contrdle de la minéralisation du N pendant I'autorankhiver
Immobilisation du N minéral du sol
Contréle du N minéral du sol

A
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Figure B-4 : Représentation graphique de la relation entre la teneuen azote dans la
matiere séche aérienne (« Shoot N concentration ») et la quantité dmatiere seche
aérienne (« Shoot biomass ») au métre carré permettant le calcuked’indice de nutrition
azoté (INN ou NNI pour « Nitrogen Nutrition Index ») en référence a la cairbe critique

de dilution de I'azote (Lemaireet al., 1989).
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aux parties racinaires, conduisant a une augmentate la biomasse des parties
aériennes (+23%) et racinaires (+102%) (Jamtial, 2013). Cependant, ces résultats
restent a valider en conditions de plein champ ebrdirmer en termes de rendement
grainier.

Un autre exemple est la culture de colza en adsmtiavec une plante
fixatrice (gesse, fenugrec, tréfle d’Alexandrientlte, vesce, féverole) qui permet
idéalement (i) d’améliorer I'exploration racinait®l colza, (ii) de stocker l'azote a
'automne puis de le libérer au printemps sans woeacer le colza et (iii) une
meilleure occupation du sol limitant la croissaunkadventices. Ces associations avec
une légumineuse peuvent permettre de réduire la desN apportée au printemps
d’environ 30 unités (kg de N par ha) sans craietpeite de rendement (CETIOM).

D’autres pratiques culturales ont été développées dernieres années pour
améliorer le rendement (Tableau B-2) (Rath&e al, 2006). Parallelement, des
méthodes de diagnostic du statut N et des outisle’a la décision ont été développés
pour permettre aux exploitants agricoles d’ajufd€fiertilisation azotée a leur objectif
de rendement, tout en limitant les pertes de N. pescipaux outils et méthodes
actuellement utilisés ou en cours de développerment décrits dans les paragraphes
suivants.

[.1l.L1. L'indice de nutrition azotée (INN)

L’INN permet de définir si le niveau de nutritiozaée de la culture est
suffisant ou non pour atteindre I'objectif de remdmt souhaité. L'INN est calculé a
partir de la teneur critique en N (TCN), détermigéenme la teneur en N minimale
permettant d’atteindre la croissance maximale. deplza (Colnennet al, 1998),
la TCN est définie ainsi :

TCN (en % de la MS) = 4,48 x M3°

avec: 4,48 = teneur optimale en N (%) pour une biomasxumulée de 1 tonne par
hectare
MS = matiére seche en tonne par hectare
0,25 = coefficient de dilution du N accumulé aursode la croissance.

L’'INN correspond au rapport entre la TCN et la tenen N mesurée au sein
de la culture (Figure B-4) (Lemaigt al, 1989). Par conséquent, si I'INN est de 1, la
teneur en N dans la plante correspond a la TCNIE-ci est suffisante pour obtenir
un rendement optimal tout en limitant les pertetNd€ependant, cette méthode est
destructrice car elle nécessite la déterminatiodadeneur en N dans la matiere
seche de la plante et donc le sacrifice de paagdsnnes.
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Figure B-5 : Données a renseigner (A) et préconisation de fertilaion (B) de la Réglette Azote ;
application smartphone YARA Image IT pour les préconisations de fertilsation (C et D).

Pour I'application YARA Image IT, les photographies prises par lépigbne (C) sont utilisées pour
estimer les besoins en N de la culture (D) (source : CETIOM, YARA).

Incident light (PAR = 48 % of Solar irradiance)

Reflected (10%)

Fluorescence 1%

Biomass 3 %

Transmitted (15%)

Figure B-6 : Devenir du rayonnement photosynthétiquement actif (PR = 48 % du rayonnement
solaire) dans une feuille de blé10 % du PAR est réfléchi, 15 % transmis et 75 % est absorbé. Le
rayonnement absorbé sert a la photosynthese et sera converti en flnoee€c@o), biomasse (3 %) et
chaleur (96 %).
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[.11.2. La Réglette Azote et le systeme YARA Imagé€l

Développée par le CETIOM, la Réglette Azote esbutil simple basé sur
'INN décrit ci-dessus (8B.l.1l.1.) qui permet détdrminer la dose de fertilisants
azotés a apporter au printemps a partir de donfa@des a obtenir : type de sol
(superficiel ou profond), apports de matieres oigqaes effectués, objectif de
rendement et poids frais du colza en entrée etesdihiver (Figure B-5A). La
Réglette Azote fournit la dose a apporter ainsi lggdractionnements a effectuer si
la dose dépasse les 100 unités (Figure B-5B). Queéthode a l'avantage d'étre
simple d’emploi et économique, mais elle est peicige et nécessite la destruction
de 2 a 4 m2 de culture pour chaque pesée.

Récemment, une application smartphone (YARA Image dérivée de la
Réglette Azote a été développée par YARA en cotktimn avec le CETIOM. Cette
application permet d’évaluer la biomasse et la tittade N absorbée par le colza en
entrée et en sortie d’hiver grace a de simplesqgnaphies numeériques (Figure B-
5C et 5D). La technologie utilisée repose sur ltedde couverture, le taux de pixels
verts et I'évaluation des feuilles sénescentesteQetthode simple, rapide et peu
colteuse, pourrait remplacer a terme « la peséebiainasse aérienne destructrice
exigée pour la méthode de la Réglette Azote.

[.11.3. Mesure de la transmittance

La mesure de la transmittance consiste en une i@mide 2 flux lumineux
incidents (dans le rouge a 650 nm et dans l'infrgeoa 940 nm), qui vont étre en
partie absorbés et réfléchis. Une partie de celfimineux traverse le tissu végétal
sans interaction avec celui-ci (Figure B-6), etnsasure permet de déterminer un
indice de transmittance. Cet indice est corréléigaau de chlorophylles, qui peut
ensuite étre associé a un niveau de N foliairek@asd Koscik, 2002). De par leur
caractére non destructeur, les appareils meswdrdarismittance comme le N-Tester
(YARA) ou la pince SPAD (SPAD-502 model, Minoltaprd intéressants pour
déterminer le statut N du colza. Cependant, la neeétant effectuée sur certaines
parties du limbe, elle peut ne pas étre représeatdt statut N global de la plante et
la fiabilité des estimations du statut N peut @nablématique pour de faibles valeurs
SPAD.

I.11.4. Mesure de la réflectance

Les mesures de la réflectance correspondent awntagmire le flux lumineux
incident produit par I'appareil de mesure et lexflumineux réfléchi par le tissu
végétal. L'indice de réflectance estimé par I'agdguermet de mesurer la teneur en

8
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Figure B-7 : Fonctionnement simplifié de Farmstar Expert.

Les images acquises par satellite sont traitées et analyséesémiredes besoins en azote sur
une parcelle donnée (source : Farmstar).
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chlorophylles, le statut N et la quantité de bioseade la parcelle. Les appareils
utilisés pour la mesure de la réflectance (GPNgeg@®eeker et Yara N-sensor) sont
particulierement fiables pour des cultures de déséarésentant un couvert végétal
homogene, mais le sont moins pour les culturesofieadont le couvert est plus

hétérogéne.

Le Greenseeker et le Yara N-sensor sont deux yjpgpareils permettant de
calculer un indice de végétation basé sur la riffee (NDVI: « Normalized
Difference Vegetation Index ») qui est lié au conteen N (Bellet al, 2004). Un
NDVI inférieur a 0.1 correspond a un sol nu et plasvaleur est élevée, plus
l'activité photosynthétique et le couvert sont imtpats. Le GPN quant & lui, calcule
l'indice de réflectance grace a une comparaisorc avee parcelle surfertilisée en
azote, entrainant une contrainte technique suppitaine.

Des systemes de télédétection par satellite orlerdgat été développés dans
certaines regions. La plus répandue est FarmStperEXdéveloppée par EADS-
ASTRIUM et ARVALIS en collaboration avec le CETIOMbes données de la
parcelle (variétés, date de semis, profondeur dursigation ...) sont fournies par
I'exploitant agricole et constituent une base derd®s permettant d’optimiser la
programmation des satellites. Les mesures de téflee réalisées par les satellites
permettent d’élaborer une carte de bilan et d'etunté les préconisations et conseils
de fertilisation (Figure B-7). Cette méthode préseles avantages de pouvoir
analyser une grande surface et de prendre en cdenptariabilité au sein d’'une
méme parcelle, ce qui permet d'adapter géographiqoe la fertilisation (les
variations pouvant atteindre 80 unités au sein@imé&me parcelle). Cependant, cette
meéthode est tres dépendante des conditions atmagmd® (les nuages influencent
les résultats) et s’avere trés onéreuse.

[.11.5. Mesure de la fluorescence

Certains appareils optiqgues (DUALEX® et Multiplexd2 FORCE-A) sont
capables d’effectuer des mesures de fluorescenceefiant de diagnostiquer le
statut N d’'une culture (indice NBI pour « NitrogBalance Index »). L'excitation de
certaines molécules (chlorophylles, flavonols, anyfanes...) par un flux lumineux a
une longueur d’'onde spécifique produit une émisslieriluorescence qui permet de
guantifier leur variation de niveau. En se basamtls fait qu'une carence en N
provogue une augmentation des composés phénolffimesnols) et une diminution
du niveau des chlorophylles, la fluorescence émerenet de calculer un NBI qui
serait représentatif du statut N de la culture {@atret al, 2005). Cette méthode
serait plus sensible que la mesure de la réfleetéaic8B.1.11.4.).
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Figure B-8 : Evolution du potentiel de rendement du colza des années Bux années 90.

Les rendements sont observés lors d'essais préalables a I'timtrigu catalogue officiel. Les
mentions « simple 0 » et « double 00 » renvoient respectivement a lai@éldetcultivars appauvris
en acide érucique puis en glucosinolates dans les graines. La mertiarxce+ » correspond a des
génotypes dont les graines sont riches en acide érucique et glucasn@latintroduction générale)

(Source AMSOL, juin 2002).

Tableau B-3 : Différents indices permettant d’évaluer la valoristion de l'azote du sol et des
fertilisants par les plantes(d’aprés Gooct al., 2004 et Hawkesford, 2011).

Abréviation Dénomination Formule Unité
EUF Efficience d’usage du fertilisant {N/ N,py x 100 %
EAbA Efficience d’absorption de I'azote Y Nispo (Sol + fertiisation) kg.kgt
EUtA Efficience d'utilisation de I'azote Rdt / Nabs kgk
EUA Efficience d'usage de I'azote EAbA x EUtA = rdt [i; (sol + fertiisation) kg.kg?!
HI Harvest index (Indice de récolte) M graines / bioseatotale aérienne Fraction
NHI N|_trogen r]arvest index N dans les graines / N dans les parties aérieotedes Fraction
(Indice de récolte en azote)
EAgroA Efficience agronomique de I'azote Rendement en présence de fertilisant — rendement sans kg.kg?
fertilisation
ARE Apparent recovery efficiency M/ N appliquéviale fertilisant kg.kgt

Naps: Quantité de N absorbé; ), : Quantité de N apporté; ], : quantité de N disponible; Rdt : rendement en

graines (quantité de graines produites): M: Masse.
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Ces dernieres années, I'ensemble des pratiquasatas (méthodes de fertilisation
raisonnée et gestions des cultures) ont permisaliarar le bilan agro-environnemental du
colza tout en permettant de faire progresser ledements moyens (Figure B-8). Cependant
la marge de progression liée a l'optimisation decdaduite des cultures de colza restera
limitée et il est nécessaire de sélectionner degtea plus adaptées aux nouvelles directives
agricoles, notamment dans un contexte de rédudgésnintrants azotés. L’identification de
ces variétés plus performantes nécessite une oreil@mpréhension de la gestion du N par
le colza afin de déterminer des critéres pertindatsélection.

LIIl. Gestion de I'azote par le colza : I'efficience d’'usage de l'azote (EUA)

De nombreux indices permettant d’évaluer les peréorces agronomiques des
espéeces de grandes cultures en fonction de lardis|i@ et des apports en N ont été
définis au fil des ans pour estimer, entre autegdience d’utilisation du fertilisant, la
capacité a absorber et utiliser I'azote etc. (TablB-3) (Goocet al, 2004; Hawkesford,
2011). Parmi ces indices, I'Efficience d’'Usage 'daebte (EUA) exprime la capacité de
la plante a valoriser I'azote disponible, qu'il pienne du sol ou des fertilisants. Cet
indice peut étre calculé de différentes manierdensdespece ou le stade de
développement considéré. Chez le colza, 'TEUA extégalement définie au stade
reproducteur par la biomasse de graines produée&gde N apporté par fertilisation.
Au stade végétatif, 'TEUA est généralement estic@ame la biomasse aérienne totale
en fonction de I'apport en N ou le ratio de la basse aérienne en conditions de N
limitant sur la biomasse aérienne en conditionsNd@on limitant (un ratio de 1
indiquant une biomasse identique dans les 2 comgithzotées et donc une EUA élevée
en conditions de disponibilité en N réduite) (Baind Rengel, 2008).

Quels que soient sa définition ou son mode de kald&lUA résulte des
capacités de la plante a prélever I'azote du stilc{Ence d’Absorption de I'Azote ;
EADA) et a l'utiliser pour la croissance (Efficiend’Utilisation de I'Azote ; EUtA).
L’EUtA est également la résultante de 2 autres amaptes : la capacité a assimiler
I'azote absorbé (Efficience d’Assimilation de I'Aec EAA) et a le remobiliser des
vieux organes (organes sources) vers les organs®dege ou en croissance (organes
puits) (Efficience de Remobilisation de I'AzoteRE ; Figure B-9).

[.111.1. L'efficience d’absorption de I'azote (EAbA)

Comme dit précédemment, le nitrate est la prineigarme de N minéral
absorbée par le colza, et la capacité d’absorphioN nitrique fluctue en fonction du
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Figure B-9 : Schéma simplifi€¢ des composantes de l'efficiencd’'usage de
I'azote (EUA).

L’'azote est absorbé au niveau racinaire sous forme de nitrate qai se
majoritairement assimilé au niveau foliaire, dans les chlosteta L'azote réduit
est ensuite, soit transitoirement stocké dans les organesatiégétoit utilisé pour

la croissance. L'azote des organes sources (principalementuiledeest ensuite
remobilisé vers les organes végétatifs en croissance (jeundlesetige) et/ou les
graines en formation. EAbA : Efficience d’Absorption de I'Azote ; EAA
Efficience d’Assimilation de I'Azote ; ERA : Efficience de Rembgation de
I'Azote ; EUtA : Efficience d’'Utilisation de I'Azote (d’apres Aee et Etienne,

2014).
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stade de développement (cf. §8B.1.1). Le nitratesdliest importé dans les racines par
4 systemes de transporteurs dédiés : les trangportke haute affinité constitutifs
(CHATS) et inductibles (IHATS) et les transporteules faible affinité constitutifs
(CLATS) et inductibles (ILATS) (Krappet al, 2014; Malagoliet al, 2004;
Masclaux-Daubresset al, 2010; Tsayet al, 2007).

a. L'EAbA aux stades végétatifs

Une comparaison des capacités d’absorption dwefrdél graminées (ray-
grass, seigle) et de plusieurs Brassicacees eritiomsdcontrolées a montré que le
colza présentait une capacité d’absorption duteiparmi les plus élevées (Lainé
et al, 1993). De plus, I'étude de 4 génotypes de cokarihtemps a mis en
évidence que les variations de I'EUA étaient duakes fluctuations de I'EUtA
(déterminée comme la quantité de matiere sécheupeogar gramme d’'azote
dans la plante) et non aux variations de 'EAbAd&yak and Rengel, 2006). Par
conségquent, les capacités d’absorption du nitratesastades de développement
végeétatif n’apparaissent pas comme le principaetaclimitant la production de
biomasse, et donc 'EUA.

b. L'EADA aux stades reproducteurs

Apres la floraison, I'absorption du N minéral dimen fortement en
conditions de plein champ (Malagoét al, 2005b; Noquetet al, 2004),
probablement en lien avec la faible disponibilité M minéral généralement
observée en fin de cycle. En effet, le N minérakduest prélevé en grande partie
par la plante au cours des stades précédents ettaendu moins disponible a
cause d’épisodes de sécheresse fréquemment rerecantette période (Merrien
et al, 1988). Cependant, une diminution de I'absorpétant également observée
en conditions contrdlées (Beueeal, 2004; Malagoliet al, 2004; Rossatet al,
2001), cette diminution de l'absorption ne dépelad pniquement de facteurs
externes, mais également de facteurs internesnnogéat une forte répression des
transporteurs de nitrate racinaires (Malagolal, 2004).

L’étude des composantes de 'EUA de 4 (Utasl, 2013) et de 12 (Wiesler
et al, 2001b) génotypes de colza dhiver suggérent uoeélation entre
I'absorption du N pendant les stades reproductetile rendement en graines.
Plus précisément, la comparaison de 10 génotypelda d’hiver cultivés au
champ montre que chaque kilogramme de N absorl@usnapres la floraison
permettrait d'augmenter le rendement de 0,16 quintear hectare (Berrgt al,
2010). La durée d’absorption serait notamment déxien conditions de faibles
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apports de N et, a I'inverse, en conditions optesal’alimentation en N, 'EUtA
(kg de graines produits par g de N dans les paae®nnes) semble étre plus
importante pour le rendement (Schulte auf'm Edewl, 2011). Ce résultat est
confirmé pamune étude réalisée en conditions de plein chamfeswgénotypes de
colza d’hiver Apex et Capitol. De plus, cette étsdppose qu’une absorption du
N plus élevée serait associée a une activité photiodtique des feuilles plus
importante pendant les stades reproducteurs (py@mostay green), ce qui
permettait une augmentation de I'apport de photoalsdés aux racines, et donc
une stimulation de l'absorption du N (Wieslet al, 2001a). Ces résultats
suggerent donc qu’'une augmentation de la duréeeddes feuilles (sénescence
retardée) pourrait permettre une augmentation aesdrption de N en fine a
une augmentation du rendement grainier. Cepentiastjpériorité des hybrides
en terme de rendement en graines par rapport guéds cultivées en situation de
limitation en N n’est pas liée a un retard de séaese chez le colza d’hiver, mais
serait, au contraire, associée a une seénescengéraéec(Koeslin-Findekleet al,
2014).

En résumé, la durée d’absorption et la quantitéNdebsorbé pendant les stades
reproducteurs seraient décisives pour le rendenesgentiellement en conditions de N
limitant, mais des précisions restent a apportareffet, méme si un apport de N pendant le
remplissage des graines permet effectivement d’'aaggn le rendement du colza de
printemps (Drecceet al, 2000), toutes les études ci-dessus sont uniquebasges sur des
estimations de I'absorption par différences/bilahsucune étude précise n’'a été faite pour
confirmer ces résultats. De plus, méme si une bafserption est un prérequis a un bon
rendement, dans un contexte de réduction des apgderfertilisants azotés, et donc de la
quantité de N disponible, une forte capacité d'ghtsan ne sera vraisemblablement pas
suffisante pour améliorer le rendement. Ainsi, @meélioration de la gestion de l'azote
prélevé par le colzai.¢. 'EUtA) est également indispensable, et permettrméme
d’augmenter/maintenir la production de graines pauméme quantité (voire une quantité
plus faible) de N absorbé.

[.111.2. L'efficience d’utilisation de I'azote (EUt A)

Aucune des études faites a ce jour n'a permis aieeahent déterminer si le
facteur limitant 'EUtA est I'assimilation (EAA) &iu la remobilisation (ERA). En
effet, les indices utilisés pour estimer 'EUtA mEspondent généralement a la
biomasse aérienne par mg de N dans les partiesnaés au stade végétatif ou la
masse de graines par quantité de N dans les padigsnnes a la récolte finale
(graines matures) et 'ERA est souvent estimée lsimgnt comme la teneur en N
résiduel des feuilles mortes. Ces calculs permetw@@valuer globalement
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l'utilisation du N par la plante mais ne permettpais de distinguer et d'évaluer
précisément la contribution de la remobilisatiodet’assimilation.

a. L'efficience d’assimilation de I'azote (EAA)

Une fois absorbé, le nitrate est réduit dans leosojt par la nitrate
reductase (NR) en nitrite, lui-méme réduit en amiononpar la nitrite réductase
(NiR) dans les chloroplastes foliaires ou les pasfds racinaires. L’ammonium
est ensuite fixé sur des acidesétoniques pour la synthése d’acides aminés, qui
seront utilisés, entre autres, pour la synthésepd®gines (Figure B-10A). Cette
assimilation se fait majoritairement par le cycleitgmine synthétase (GS)/
glutamine oxoglutarate aminotransferase (GOGAT)snedle peut aussi se faire
par amination réductrice catalysée par la glutantgshydrogénase (GDH).
Cependant, I'assimilation de 'ammonium surainétoglutarate par la GDH pour
donner du glutamate est tres minoritaire (ességiieint en cas d’exces en ions
NH;") (Masclaux-Daubressat al, 2010).

Certains transformants présentant des surexpressibenzymes de
'assimilation montrent une augmentation de bioreast/ou de rendement,
mettant en avant un role crucial de ces enzymes HBWA. Les principaux
résultats obtenus ces dernieres années serontllédétdans le paragraphe
B.L111.3.a.

b. L’efficience de remoblisation de I'azote (ERA)

Lorsque I'offre en N est supérieure a la demandar { croissance, le
nitrate, les acides aminés et certaines protéiaaggnt étre mis en réserve dans la
vacuole et dans les plastes. Chez le colza, letNmegoritairement stocké au
niveau des feuilles sous forme de protéines, ngadegnent d’acides aminés et
d’acides nucléiques (le nitrate étant rarement mcd@& en quantité importante).
Lors de la remobilisation du N, les protéines soégradées en acides aminés
et/ou peptides par diverses protéases, discutéesldasous-chapitre B.lIl. Les
produits de la protéolyse sont ensuite exportés leasrtissus en croissanda les
tissus conducteurs du phloeme.

Chez diverses plantes et notamment le colza, Baest remobilisé des
organes sources (principalement des tissus séngkomrs les jeunes tissus,
majoritairement sous forme de glutamine, glutanetasparagine (Lohaus and
Moellers, 2000; Lohaus and Schwerdtfeger, 2014}). ddaséquent, les acides
aminés doivent étre convertis en forme transpagtabbnt leur chargement dans
le phloéme et leur exportation vers les tissusreisgance. Ce réle est rempli par
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les enzymes de I'assimilation du N, a savoir GSHG asparagine synthétases
(AS) (Figure B-10B) (Masclaux-Daubresseal, 2010).

Deux formes de GS existent: la forme cytosoliq@SY) et la forme
chloroplastidiale (GS2). Des approches génomiqudgdTd (« quantitative trait
loci ») (Bernard and Habash, 2009; Hietlal, 2001) réalisées chez les céréales
comme le riz et le mais ont mis en évidence un iréf@rtant de 'enzyme GS
cytosolique (GS1) dans la gestion du N, la croissarle rendement et le
remplissage des grains. Ch&mbidopsiset le colza, de nombreuses isoformes de
GS1 existent (5 et 16 respectivement), et une tnolude I'expression de certains
de ces genes est observée pendant la sénescaaice {@uoet al, 2004; Ochst
al., 1999; Orselet al, 2014). De plus, la surexpression d’'un géne codaet
isoforme de GS1 du sojaGE1j chez Lotus corniculatusconduit a une
sénescence précoce, confirmant le rdle importanG84 dans les processus
associés a la sénescence (Vinadral, 1997).

Au cours de la sénescence foliaire, la quantitél'attivite GDH
augmentent cheArabidopsis(Masclaux et al, 2000). Certaines isoformes de
GDH (EC1.4.1.2 et EC 1.4.1.3) possedent une agétilésaminante en plus de leur
activité aminante qui permet de générer decBtoglutarate et de 'ammonium a
partir du glutamate. Durant la sénescence, il pEtg suggéré que l'action
désaminante de cette enzyme permettrait de foulmin’'a-cétoglutarate aux
réactions associées a la respiration et de I'ammnori la GS pour la synthése de
glutamine, forme transportable d’azote (MasclauxHidasseet al, 2010) (Figure
B-10B). Par ailleurs, la protéolyse libérant inabiement de I'ammonium
(Damodaran and Ananta-Narayanan, 1938; Hunter amithS 1925), une
éventuelle activité aminante de la GDH permettaat détoxification de
'ammonium par la synthese de glutamate, acide @rttemsportable et retrouvé
dans les tissus conducteurs du phloeme du colzha(lsoand Moellers, 2000),
n'est pas a exclure.

Parmi les enzymes qui participent a I'assimilatida I'ammonium,
'asparagine synthétase cytosolique (AS), qui wgatal le transfert d'un
groupement amide de la glutamine vers I'aspartate donner du glutamate et de
'asparagine, semble cruciale pour la remobilisatio N. En effet, des mutants
d’Arabidopsis thalianan’exprimant plus le genASN2 codant une asparagine
synthétase, montrent une sénescence retardéedéfaut de remobilisation du N
(Gaufichonet al, 2013).

Les acides aminés convertis sont ensuite expoeék aellule par des
systémes de transporteurs dédiés. Gkrabidopsis il existe au moins 67 genes
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codant des transporteurs d’acides aminés putéRéntschet al, 2007). Ces
transporteurs sont donc nombreux mais peu de deredstent sur leur réelle
implication dans les mécanismes de sénescenceatingnulation de transcrits
du transporteur AAP1 (amino acid permease 1) estroBe chez 2 génotypes de
colza au cours de la sénescence foliaire (cv. Glafesclos, 2008 et cv. Lirajet,
Tilsneret al., 2005). De plus, I'absence d’accumulation d’acidesnés au sein
des différentes fractions cellulaires (cytosol, u@es et plastes) suppose que le
chargement des acides aminés dans le phloémeddassgnescence foliaire n’est
pas limitant chez le colza (Tilsnet al, 2005). Par conséquent, la dégradation des
protéines constituerait le principal facteur limitda remobilisation du N foliaire
(Avice and Etienne, 2014).

Les phénomeénes de protéolyse associée a la resatioifi du N ont lieu
au cours de la sénescence. Il est important deglistr les mécanismes associés a
la sénescence séquentielle qui se manifeste as dearstades végétatifs, et ceux
associés a la sénescence monocarpique qui se fpeyddin de cycle (ultimes
stades reproducteurs ; Figure B-11). En effet, éinde de 'EUtA chez plusieurs
génotypes de colza de printemps durant tout leecyobntre que les résultats
obtenus aux stades végétatifs ont une faible valetdictive sur ce qui se passe
aux stades reproducteurs (Figure B-12) (BalintRadgel, 2008).

L’ERA aux stades végeétatifs

Au cours de la sénescence séquentielle (Figure )B-lldAzote est
remobilisé des vieilles feuilles vers les jeunesiillies en croissance. La
suppression de 50 % des feuilles au début de lataison provoque une
diminution du nombre de péricarpes de 30% malgré&rtassance rapide de
nouvelles feuilles et une absorption du N plus lengNoquetet al, 2004),
démontrant le rble crucial de la remobilisation ufoliaire. Cependant, le N
résiduel des feuilles chutées peut étre tres é(msgu’a 3,5% de la matiére
séche), traduisant une mauvaise efficience de rifisaiton du N aux stades
végétatifs (Malagolet al, 2005b). Cette chute de feuilles riches en N dogen
au cours de la phase automno-hivernale peut canduine perte de N de l'ordre
de 100 kg par hectare par an, qui ne sera quedrésllement réabsorbé en fin de
cycle (30 %), en cas de minéralisation (Dejatxal, 2000). Des simulations
faites aux stades végétatifs supposent qu’une dimoimdu N résiduel de 2 a 1%
de la matiére seche pourrait permettre d’augmeeteendement de 5 a 10%
(Malagoli et al, 2005a). Une amélioration de la remobilisationNddes vieilles
feuilles vers les tissus en croissance durant dsssaince végétative permettrait
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donc une diminution des pertes d’azote par ledlésuchutées tout en permettant
d’augmenter le rendement en graines, et donc d’antggnl’EUA.

L’ERA aux stades reproducteurs

La sénescence sequentielle s’étend jusqu’a laidlomaet, en fin de cycle
(durant les stades reproducteurs), un autre typsédescence entre en jeu: la
sénescence monocarpique. Cette derniere se c@agiér une remobilisation du
N des parties végétatives vers les graines (Figtk#).

Les feuilles sont les principaux organes sourcas @ long du cycle, y
compris durant les stades reproducteurs, aussi @erconditions contrélées
(Rossateet al, 2001) qu’au champ (Gombeat al, 2010; Malagoliet al, 2005b)
(Figure B-2). De maniére générale, le N résiduslféeilles mortes est beaucoup
plus faible pendant les stades reproducteurs (1% ohatiere séche au cours de la
floraison) que lors des stades végeétatifs (Malagbkl, 2005b), notamment du
fait qu’une grande proportion du N des feuillesrestobilisé (86% du N présent
au début de la floraison) (Ulast al, 2013). Ces résultats démontrent que la
remobilisation du N foliaire est plus efficace anurs des stades reproducteurs
gu’'aux stades vegétatifs. Bien que considérée coparteulierement efficace, la
remobilisation du N foliaire au cours de la séneseemonocarpique.é. post-
floraison) semble toutefois soumise a une varigbiénotypique, comme le
montrent les travaux récemment conduits sur 4 g@estde colza d’hiver (Ulas
et al, 2013).

La tige est le 2 organe source le plus important durant les stades
reproducteurs (Figure B-2). La encore, un faibleeau de N résiduel est retrouvé
(Wiesler et al, 2001b) mais des variations plus importantes t@tobservées
entre les génotypes (Ulat al, 2013). De plus, une étude a montré que les
génotypes de colza de printemps présentant une tllsAelevée étaient capables
de remobiliser le N de la tige et des péricarpes @fficacement (Balint and
Rengel, 2011). La tige semble donc impliquée dassvhriations de rendement
durant les stades reproducteurs, mais aucune geugermet de définir clairement
I'implication des feuilles et des tiges dans leffédences de remobilisation et de
remplissage des graines constatées entre génotypes.

Une optimisation de 'EUA nécessite une bonne giigor et une bonne utilisation du
N. Si I'absorption ne semble pas limitante aux esadégétatifs, de nombreuses études
suggerent que I'absorption post-floraison est us féeteurs décisifs pour le rendement.
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Durant le remplissage des graines, les conditiingatiques rendent le N peu disponible et
dans un contexte de réduction des intrants azt@éguantité d’azote disponible apres la
floraison sera encore plus faible. Il est donc pritiel, en complément d’'une absorption
efficace, d’améliorer I'EUtA. Les résultats obtenwwec des plantes transgéniques
surexprimant diverses enzymes de l'assimilatiort ppometteurs (cf. 8B.l.1I1.3.a) mais une
vaste étude sur 40 génotypes de colza de printengemis d’émettre I'’hypothese que la
remobilisation du N serait le principal facteur itiamt de I'EUtA (Yau and Thurling, 1987).
Plus récemment, I'EUA plus élevée des hybridesrppport aux lignées serait due, entre
autres, a une remobilisation efficace des partéggetatives vers les organes reproducteurs
(Koeslin-Findekleeet al, 2014). De plus, une bonne assimilation ne seeaplus-value pour

le rendement que si la remobilisation du N est @édgaht efficace. Les pertes d’azote se
produisant surtout aux stades végétatifs du faih d@iéfaut de remobilisation des feuilles, |l
est crucial de mieux comprendre les mécanismesiqogs et d'identifier des pistes
d’amélioration de la remobilisation aux stades V&g, ce qui permettra, a terme, de limiter
les pertes du N préalablement absorbé.

[.111.3. Les voies d’amélioration de 'EUA

L’obtention de nouveaux génotypes de colza adaptéme réduction des
intrants azotés peut se faire principalement deaRiénes via la surexpression ou
l'arrét de I'expression de genes impliqgués dansacers composantes de 'EUA
(obtention de plantes génétiquement modifiéesyiallexploration de la variabilité
génotypique naturelle pour sélectionner les vasiéiEs plus performantes en
conditions limitantes en intrants azotés.

a. L’obtention de plantes génétiquement modifiees farte EUA

Les plantes présentant des modifications génétigeasent s’obtenir de
différentes manieres : la mutation EMS (méthanesalfe d’éthyle), le tilling
(« targeted induced local lesions in genomes »ladwansformation génétique a
proprement parler, notamment les Organismes Gémdtignt Modifiés (OGM).
Seuls les derniers résultats obtenus sur les OG¥dstaillés ci-dessous.

Une absorption efficace du N minéral étant un ppdise évident & une
bonne EUA, des tentatives d’augmentation des cegsaa’absorption (forte
EADA) par une augmentation des capacités a assituilaitrate (forte EAA) ont
été effectuées. Cependant, chez le tabac, la podenterre etArabidopsis la
surexpression de la NR ou de la NiR permet soud'@otgmenter I'absorption de
nitrate, sans pour autant avoir de conséquencéadnipmasse ou le rendement
(Goodet al, 2004). Ces résultats mettent en avant une régulabmplexe de la
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réduction du nitrate indiquant que cette étapéadsimilation du nitrate n’est pas
la meilleure piste pour une amélioration de I'asisition et de 'EUA.

Du fait du lien important entre la GS et le rendetr(ef. §B.1.1Il.2.b.), des
transformants deotus corniculatusurexprimant une GS1 du sofa15 ont été
obtenus. Ces transformants montrent une forte teaeuacides aminés et une
floraison précoce, suggérant une plus forte rensabibn du N (Vincentt al,
1997). Chez le tabac, la surexpression de GS augneeroissance en situation
d’alimentation limitée en N (Fuentedt al, 2001). D’autres surexpressions de la
GS1, mais également de la GS2 (isoforme chloraglakt) et de la GDH ont été
faites, avec plus ou moins de succés concerndibiaasse ou le rendement. Le
meilleur résultat concerne la surexpression d’'lariae aminotransférase (AlaT)
de l'orge dans les racines de colza (promotbtg26. L'AlaT est une
transaminase qui catalyse le transfert d’'un growgrgramine du glutamate sur un
pyruvate pour former du 2-oxoglutarate et de l'alan La surexpression de
'AlaT de l'orge dans les racines de colza a perame augmentation de l'influx
de nitrate, permettant d'atteindre le méme rendémae les plantes sauvages
avec 40% de fertilisants azotés en moins (Geataal, 2007).

L’obtention de plantes transgéniques est trés ptle faire avancer la compréhension
des mécanismes associés a une forte EUA et poutifide les pistes permettant son
amélioration. Cependant, méme si la culture de tptantransgéniques pour la
commercialisation est autorisée dans plusieurs ,palfe est interdite en France. Par
conséquent, une autre voie d’amélioration doit &travée, et la sélection variétale est toute
indiquée.

b. La sélection variétale

Par le passé, la sélection variétale du colza $att sur des niveaux
élevés d’apport en N minéral. Par conséquent, llareudes variétés actuelles de
colza avec moins d’intrants azotés conduit a umairdition importante du
rendement. Une variabilité génotypique de la répoasune carence en azote
existe chez le colza de printemps (Balint and Rer2f#08; Balint and Rengel,
2011; Yau and Thurling, 1987) comme chez le colbaver (équipe de Walter J.
Horst ; (Ulaset al, 2013)). La sélection de variétés hybrides a, dangremier
temps, permis d'augmenter le rendement lors dessstenvironnementaux,
notamment lors d’'une carence en N (Gehrirggeal, 2007; Kesseét al, 2012).
Cependant, cette augmentation reste limitée, deelles variétés plus adaptées
doivent étre identifiées. La sélection variétalecasSite un préalable :
I'identification de moyens de sélection rapidessietples de génotypes avec la
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caractéristique souhaitée. Cependant, peu d'étydegiennent a mettre en
evidence des criteres de sélection simples et eapie variétés de colza
présentant un bon rendement dans des conditiosaslentrants azotés. Cette
problématique correspond a l'objectif général desgmmmes de recherche
ANR-GENOPLANTE GENERGY et Investissement d’AvenirARSODYN,
dans lesquels sont inscrits ces travaux de these.

[l. La sénescence foliaire et la remobilisation déazote

La sénescence est le stade ultime du développerasstciant des événements
biochimiques et physiologiques de maniere ordoraté@mntrolée, au niveau de la plante, de
I'organe, de la cellule et/ou des organites, cosahti a la mort de tout ou partie de la plante.

La sénescence est un processus essentiel au nivaaie entiere. En effet, les
nutriments absorbés durant le cycle de développentgivent étre recyclés, puis
éventuellement stockés temporairement dans lemiesgagétatifs avant de pouvoir atteindre
les graines lors de leur formation et remplissaggufe B-11) (Gregersen, 2011). La
remobilisation,i.e. les mécanismes de dégradation et d’exportatian rdelécules et des
macromolécules (protéines, glucides, lipides, acigcléiques) qui se déroulent pendant la
sénescence, permettent la redistribution de cesnarits des vieux organes (organes sources)
vers les jeunes tissus (organe puits), pour lekagee ou la croissance (Peoples and Dalling,
1988). Par conséquent, la sénescence n’est pasiorpke » processus dégénératif mais une
étape cruciale pour la remobilisation des macroéiés comme I'azote, principal facteur
limitant de la croissance des plantes.

Une amélioration de la remobilisation du N assoei@e mécanismes de sénescence
permettrait un meilleure recyclage du N et dondtdair un rendement similaire avec moins
d’intrants azotés. De plus, une remobilisation dafficace permettrait de limiter la quantité
de N retournée au sol, et donc de limiter (i) lged@pement des pathogénes opportunistes
(Gregersen, 2011), (ii) le risque de pollution @au par lessivage du N et (iii) I'émission de
gaz a effet de serre {M).

ILI. Importance agronomigue de la sénescence : Bemple des phénotypes « stay-
green »

Le symptome visuel le plus évident de la sénescates feuilles est le
jaunissement progressif des limbes, d( a la détjcadaes chlorophylles. Cependant, la
dégradation des chlorophylles n'est pas toujours imglicateur pertinent de la
sénescence. Par exemple, nombre de phénotypey-gretm » identifiés chez les
céréales présentent une sénescence avec pertpatgt&ghotosynthétigue sans perte
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Tableau B-4 : Différents types de mutants « stay-green » et phénotypes
associégd’aprés Kusabeat al.,2013).

Type de stay-green

Phénotype

Type A
(« functional stay-greens »)

Retard de l'initiation de la sénescence

Type B
(« functional stay-greens »)

Progression de la sénescence ralentie

Type C
(« cosmetic stay-greens »)

La sénescence se déroule normalement mais le®phigies
ne sont pas dégradées

Type D
(« pseudo-stay-greens »)

La plante meurt avant le début ou dans les preméiegses de
la sénescence

Type E
(« hyper-greens »)

Accumulation de chlorophylles (dégradation ralepgedant
la sénescence)

Sénescence retardée
Haut rendement

Remobilisation de I'azote inefficace
Faible indice de récolte

Sénescence accélérée
Faible rendement

Remobilisation de I'azote efficace
Forte teneur en protéines des graines

Figure B-13 : lllustration du « dilemme de la sénescence ».
(d’aprés Gregersest al.,2011)
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de la couleur verte des feuilles. Ce maintien dgments chlorophylliens est di a un
défaut de dégradation des chlorophylles, associ@omua une modification d’autres
processus de dégradation (Gregersen, 2011; Thonth®©agham, 2014). Les « stay
green » sont classés en 5 catégories (TableaueBréprésentent des modeéles de choix
pour étudier la régulation de la sénescence eirspact sur le rendement (Kusaba
al., 2013).

L’entrée en sénescence correspond au passage [iuiode d’acquisition du
C par la photosynthése a celle de remobilisatianééments (notamment N et C), et
les phénotypes stay-green de types A et B peuvieatd&finis comme des plantes
présentant un retard de cette transition métab®l{@homas and Ougham, 2014). Ces
plantes stay-green de types A et B présentent uodongation des capacités
photosynthétiques qui permet une acquisition dull@ pmportante, conduisant a une
augmentation de la production de biomasse. Cep&ndhez ces phénotypes, la
remobilisation du N est diminuée (Gregersen, 20E). effet, la dégradation des
chlorophylles étant un préalable a la dégradati@s g@rotéines des membranes
thylakoidiennes (Christ and Hoértensteiner, 2014g tétention des chlorophylles peut
limiter la dégradation des protéines membranaisesirce d’azote non négligeable
(Thomas and Ougham, 2014).

La sénescence est donc un facteur important dieneewt et de la qualité des
graines et les phénotypes « stay-green » illustpamfaitement le dilemme lié a la
sénescence foliaire (Figure B-13) : (i) une séneseaalentie permet une période
photosynthétique plus longue, une meilleure actioimsidu C et donc un meilleur
rendement, mais la remobilisation des nutrimentsvesns efficace ; (ii) a l'inverse,
une seénescence précoce diminue l'acquisition dwaiClgpphotosynthese, réduisant le
rendement, mais la remobilisation des nutrimentarne l'azote vers les graines est
plus efficace. Une sénescence idéale permettrasbd®iner un bon rendement et une
remobilisation efficace des éléments (Gregerseh]l 20

ILII. Les manifestations physiologigues et moléculires de la sénescence foliaire

Le colza d’hiver est une plante bisannuelle (FigBr&) qui, en plus de la
sénescence des cotylédons au début du cycle, Fésgypes de sénescence (Figure B-
11):

* La sénescence séquentielle pendant la phase végetat(du début du
stade rosette jusqu’a la floraison) Cette sénescence est uniquement foliaire
et progresse de maniére acropéte de long de I'exa glante, au fur et a
mesure que les feuilles atteignent leur maturitdle Epermet une
remobilisation des nutriments des feuilles basélles plus agées) vers les
feuilles du haut du couvert ou les organes reprieds en croissance.
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Figure B-14 : Différents profils d’expression de genes spécifiges de la sénescence foliaire
au cours du développement d’une feuille.

Il faut distinguer les SDGs (« Senescence Down-regulated Genes »gpdontau de transcrits
diminue pendant la sénescence et les SAG (« Senescence-Associatsd>>a@met le niveau
de transcrits augmente pendant la sénescence. Parmi les SAGasagtees sont exprimés de
maniéere constitutive avant l'initiation de la sénescence, puis urexprimés au cours de la
sénescence (Classe 1), et d’autres sont spécifiquement induiteuaa de l'initiation de la
sénescence (Classgqtjaprés Gan et Amasino, 1997).
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Figure B-15 : Les différentes phases de la sénescence foliaire.
(d’aprés Zimmerman et Zentgraf, 2005).
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» La sénescence monocarpique pendant les stades reguwoteurs (a partir
de la floraison), ou I'ensemble des organes végétatifs (feuilleg, tracines
et péricarpes) entrent en sénescence et remobilaas nutriments vers les
graines.

A l'échelle de lorgane la sénescence se traduit au niveau macroscopigue
un jaunissement de la feuille, conséquence d'urgradétion des chlorophylles et
aboutit a la chute de lI'organe par abscission.dflbaurs, a I'échelle de la feuille, la
sénescence présente une progression basipéténdacence progresse de I'extrémité
du limbe vers la base de la feuille, pres du pét{@Vatanabest al, 2013). Au sein de
I'organe, de profonds changemetissulaires se produisent (Soriet al, 2014) et les
tissus autour du systeme vasculaire sont les derrge entrer en sénescence,
probablement pour pouvoir assurer le transportdekcules issues du catabolisme
jusqu’aux stades avancés de sénescence (Gan argin@mEn97).

A I'échelle de lacellule, la sénescence commence par des changements dans
I'expression de certains genes (Figure B-14). Leseg de type SDG (« Senescence
Down-regulated Genes »), présentent une expresfimimuée. Cette répression de
I'expression concerne essentiellement les geneantodes protéines de l'appareil
photosynthétique. Cependant, la sénescence étaptogessus actif, elle nécessite la
synthese de nouvelles protéines comme les protdasegB.lll), les lipases, les
RNAses, les enzymes et les transporteurs implidags le transfert des nutriments vers
les vaisseaux conducteurs du phloeme (cf. §B4.Hl). Les genes dont I'expression est
induite sont appelés les SAG pour « Senescenceciated Genes », et ils peuvent
différer en fonction du type de sénescence. Pampbke des différences ont éte
observées entre la sénescence développementaddlesinciuite par I'obscurité chez
Arabidopsis(Gan and Amasino, 1997) et la sénescence natatetielle induite par la
prévention de la pollinisation chez le mais (Zhatgal, 2014). La sénescence des
cellules foliaires s’accompagne également de chaeges de la composition en
métabolites (Watanabet al, 2013), notamment une diminution de proline (Albetr
al., 2012). Par ailleurs, une augmentation de la dgatteau et de la taille de la cellule
est observée, notamment du fait d’'une vacuole ghasde. L’hydratation cellulaire
permettrait d’ailleurs de déterminer I'évolution ldesénescence des cellules foliaires de
colza (Musseet al, 2013)

La sénescence cellulaire peut se décomposer easeph (1) l'initiation, (2) le
démantélement et le recyclage des éléments cedislat (3) la phase terminale (Figure
B-15) (Zimmermann and Zentgraf, 2005).
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Figure B-16 : Représentation schématique de la régulation de la sésmence foliaire.
Les stimuli positifs provoquent la sénescence en induisant I'expresie facteurs de transcription

(TFs). Les TFs positifs induisent I'expression des génes SAGs (s8emee Associated Genes»). Les
TFs négatifs induisent les genes SAGs qui répriment la sénescence (Kapadset al.,2013).

Plastoglobule
Thylakoide

Enveloppe

Figure B-17 : Représentation schématique de I'évolution d’un chdroplaste en gérontoplaste au
cours de la sénescence foliaire.

(a) Représentation schématique d'un chloroplaste de feuillessvavec de nombreux thylakoides
organisés en grana et de petits plastoglobules ; (b) I'induction de lacegesfoliaire provoque un
démantelement des thylakoides et une accumulation des plastoglobllEsndmbre de thylakoides
est encore réduit avec une apparition de membranes désempilées acu@enpaigune augmentation
du nombre et de la taille des plastoglobules ; (d) disparition de la membhgtekoidienne et
formation de plastoglobules de grande taille. (d'aprés Bigwal.,2012).
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[1.11.1. L'initiation (phase 1)

Beaucoup de facteurs internes et externes influeraesénescence (Figure
B-16, cf. §B.ILIII). Elle peut étre développemedsta.e déclenchée naturellement
peu de temps aprés I'expansion maximale de lalée{@raft-Brandneet al, 1998)
ou induite par un stress externe. Son déclencheestnhtimement lié a 'age et au
développement des organes reproducteurs chezdelpaiz et le tournesol, mais ce
mécanisme n’est pas retrouvé chez la Brassicacédeéledrabidopsis(Gregerseret
al., 2013; Guo and Gan, 2005). Qu’elle soit dévelopg®ale ou induite par un
stress, différents facteurs endogenes participemealenchement/déroulement de la
sénescence (cf. §B.IL111.1).

IL.II.2. Le démantelement et le recyclage des élémts cellulaires (phase 2)

Au cours de cette phase,deroxysomese transforme en glyoxysome. Cette
transformation est une étape importante, et etleasctérisée par une augmentation
de l'activité des enzymes impliquées dans le cglalg@lyoxylate. Cette induction du
cycle du glyoxylate permevja une succession d’étapes, la synthése de glucides a
partir d’acétyl-coenzyme A issu de la dégradatias dipides des membranes
(Cornah and Smith, 2002). Il s’agit d’'un processugial car cette dégradation des
lipides membranaires, notamment au niveau deskibigas, se produit tout au long
de la sénescence de la feuille et permet, gracglgaxysomes, d’approvisionner la
cellule en glucose, essentiel aux mécanismes diprge associés a la sénescence
(Hayashiet al, 2000).

Les chloroplastes sont parmi les premiers organites touchés par la
sénescence et leur métabolisme influence la sémescke la cellule et de la feuille
(Kusaba et al, 2013). Au cours de cette® Phase, ils se transforment en
gérontoplastes (Figure B-17), caractérisés paragnamulation de plastoglobules et
un nombre de thylakoides plus restreints (Bisetahl, 2012). La photosynthése
devient de plus en plus limitée du fait du catamok des chlorophylles, des
protéines, des lipides et des ARN (Gan and Amadia97).

Dans un premier temps, une baisse du transport éestrons des
photosystéemes | et Il (PSI, PSIl) débouchant sue diminution de I'activité
photosynthétique est observée (Stressmiamal, 2002). Par conséquent, I'énergie
lumineuse n’est plus utilisée pour la photosynthasss elle est restituée sous forme
d’énergie a la plante, conduisant a une augmentat® la production d’especes
réactives de I'oxygene (ROS), participant ainsistness oxydatif général observé
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lors de la sénescence (cf. §B.ILIII.1.c.). La giaton de I'excés énergétiqgue au
cours de la sénescence est en partie assurée framiation de xanthophylles et
d’anthocyanes (Let al, 2003).

A la suite de cette diminution de l'activité phomblyétique, la dégradation
des chlorophylles est observée. Les chlorophyll¢sbilsant les protéines
transmembranaires du « Light Harvesting Complex (LHCII), cette dégradation
est un préalable a la dégradation des protéines bnag@mires des thylakoides
(Hortensteiner and Feller, 2002). De nombreusegneeg sont impliquées dans la
dégradation des chlorophylles, notamment durantsémescence (Christ and
Hortensteiner, 2014). Tout comme la diminution a@hotosynthése, la dégradation
des chlorophylles conduit & une accumulation de R@Sables de provoquer de
nombreux dégats meétaboliques (Mittlest al, 2004). Si les membranes
thylakoidiennes sont dégradées trés tot, I'intégde I'enveloppe plastidiale en
revanche est conservée plus tardivement.

Les protéines chloroplastidiales sont majoritairetraegradées au cours de
cette 2 phase. L'azote est stocké dans la cellule en grgaitie sous forme de
protéines (70-90% des composeés azotés reduitspl@zeand Dalling, 1988) et les
chloroplastes contiennent jusqu’a 70% des protéfakaires (Gan and Amasino,
1997). Parmi ces protéines, la ribulose 1,5-bishhte carboxylase-oxygenase
(Rubisco) et les protéines du LHCII peuvent repmésechacun 20% de l'azote
foliaire (Ellis, 1979; Hortensteiner and Feller,020 Kumaret al, 2002; Makinoet
al., 1984; Matileet al, 1996). De plus, la détermination des 30 protélresplus
abondantes dans les feuilles chutées d'un génatgpeolza présentant une faible
remobilisation foliaire (cv. Capitol) montre queRaubisco est la protéine résiduelle
la plus abondante. Ces résultats supposent queilide fremobilisation de ce
génotype serait liée a une faible dégradation dRulaisco (Desclos-Théveniat al,
2014). Par conséquent cette étape de sénescenahldesplastes, notamment la
dégradation des protéines et plus particuliereroelte de la Rubisco, serait cruciale
pour la remobilisation de I'azote. Cette protéolgeeait assurée par des protéases
chloroplastidiales, mais également vacuolaireytetsoliques (cf. 8B.III).

De nombreuses protéases ont été identifiées lansedétude du protéome
vacuolaired’Arabidopsis notamment des protéases a cystéine, sérine siadtae
(Carter et al, 2004). Leur implication dans la dégradation des protéines
chloroplastidiales au cours de cette phase posgralieme de compartimentation.
De récentes études mettent en avant un traficlaiimpliquant différentes voies.
En effet, la Rubisco et la glutamine synthétase2)3 protéines du stroma, ont été
retrouvées au cours de la sénescence dans des peistieules a double membrane
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Figure B-18 : Processus de dégradation des protéines plastidiales et daloroplaste.

En plus de l'autophagie non sélective des composants et des orgarnioggasmiques (1), des

chloroplastes et leurs protéines peuvent étre dégradés séteetivpar des voies impliquant les RCB
(« Rubisco containing bodies ») (2) ou les SAV (« Senescence-Assodatamle ») (3). Lorsque la

dégradation du chloroplaste est bien avancée, la digestion de I'emselbthloroplaste dans la
vacuole (chlorophagie (4)) est supposée. Genes ATG : genes impliqués daopHagie (d’apres

Ishidaet al.,2014).
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Figure B-19 : Remobilisation de I'azote chez les mutants ou I'autophagiest déficiente &tg) et
chez la plante sauvage (WT) dArabidopsis

La couleur verte représente I'azote absorbé et la couleur rougésesyie I'azote remobilisé. La
remobilisation de I'azote est diminuée lorsque I'autophagie dstctéeuse. En effet, une plus grande
proportion de l'azote alloué aux graines provient de I'absorption obezarutants contrairement aux
sauvages, ou l'azote remobilisé prédomine. Les mutants d’autopheggenpent donc une faible
remobilisation de I'azote vers les graines (d’aprés Avila-Ospirzh £2014).
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appelés les RCB pour « Rubisco-containing Bodi€€kiba et al, 2003). Ces
vésicules proviennent de stromules formés a paetifenveloppe plastidiale et leur
contenu est transporté afin d’étre dégrade, saitdes vacuoles associées a la
sénescence (SAV) (Martinezt al, 2008b), soit par la vacuole lytique centrale
(autophagie) (Izumét al, 2010). Contrairement aux SAV, les RCB nécesspent
leur formation I'expression de genes liés a I'abigie (Figure B-18) et ils seraient
donc intimement liés aux mécanismes d’autophagl@daet al, 2014; Ishidaet al,
2008). En revanche, les protéines des thylakoititant pas retrouvées au sein de
telles vésicules ((Martinezt al, 2008a; Martineet al, 2008b), leur dégradation est
supposeée emprunter une autre voie, potentielleraetiérement chloroplastidiale.
Cependant, un autre type de vésicules, les « CYarong vesicules » impliquant
des protéines CV (« chloroplast vesiculation »},&é mises en évidence récemment
chezArabidopsiset pourraient intervenir dans les derniéres étdpetegradation des
protéines chloroplastidiales, aprés le démantélemes membranes, y compris les
protéines membranaires comme la protéine D1 (WaddBtumwald, 2014).

L’autophagie est considérée comme une voie defdoanhs’organites et de
métabolites du cytosol et du chloroplaste vers dauele lytique centrale pour
dégradation (Figure B-18) (Ishidzt al, 2014). Longtemps considérée comme un
phénomene non sélectif, des preuves d'une certsétectivité ont été mises en
evidence (Xie and Klionsky, 2007). Les mécanismesitdphagie sont impliqués
dans la maintenance cellulaire (élimination de co®és toxiques, de protéines
endommagées, etc.) et activés a certains stadisve®ppement, notamment lors de
la sénescence, en réponse a une carence nutriteooneun stress environnemental
chez Arabidopsis (Lv et al, 2014). L’'autophagie a également un role dans
I'élimination des peroxysomes oxydés et probabldrdans la transformation de ces
organites en glyoxysome au cours de la sénesceBhiatanet al, 2014).
L’autophagie a également un réle dans la remokibisade I'azote foliaire. En effet,
le groupe du Dr. Céline Masclaux-Daubresse (FyRBrécemment montré que des
mutants avec une autophagie limitée présententamebilisation de I'azote vers les
graines moins efficace que les souches sauvaggsréHB-19) (Avila-Ospinat al,
2014). Cependant les liens entre sénescence &li@mobilisation des composés
azotés et autophagie restent a préciser, et pttisylgerement chez le colza.

® Institut Jean-Pierre Bourgin, Versailles
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[l.11.3. La phase terminale (phase 3)

Comme dit précédemment (cf. 8B.ILII), la séneseenécessite la synthese de
protéinesde novosous le contréle du génome nucléaire et il est dogique que le
noyau soit parmi les derniers organites dégradas @ad Amasino, 1997).

La production d’énergie (ATP) par la respiration @galement essentielle pour
une bonne progression de la sénescence. La produtATP nécessite des substrats
respiratoires comme le glucose et les acides s de la dégradation des réserves
glucidiques, lipidiqgues et des membranes. Les rhdondries sont donc préservées
(Del Rio et al, 2003; Quirinoet al, 2000), notamment grace au fait que ces
organites possédent un potentiel membranaire @lesggr’'a des stades tardifs de la
sénescence (Keeéh al, 2007; Simeonovat al, 2004).

En toute fin de sénescence, une perte de l'ingniémbranaire apparait au
niveau des mitochondries et du noyau, mais égaleaeniveau des chloroplastes et
des vacuoles. La sénescence aboutit a la mortlaieuprogrammeée ou PCD
(« programmed cell death ») qui comprend une sstwesle processus ayant des
points communs avec I'apoptose animale (ShahrilRAlLs’agit du stade ultime et
irréversible de la sénescence, et la mort de laleadst la seule issue.

ILIII. La régulation de la sénescence foliaire

La sénescence est un phénomene ordonné et tradlépnbont I'initiation et la
progression sont modulées par des facteurs endegéeavironnementaux.

[1.111.1. Les facteurs endogénes

Les facteurs déclenchant peuvent inclure une aclatioi de ROS et/ou un
déclin de la photosynthése, mais peu de donnéeseftent de déterminer si la
sénescence provoque ces facteurs ou l'inverse @adaGan, 2005). Quoi qu’il en
soit, I'implication des hormones et des facteurgrdescription dans la régulation de
la sénescence n’est plus a prouver (Kusata, 2013).

a. Le signal sucre et le ratio C/N

Le taux de glucides simples au niveau cellulaifeci la longévité de la
feuille et régule les processus de la sénesceneelogpementale (Zhang and
Zhou, 2013). Au cours de la sénescence, les tersurgucose et en fructose
augmentent dans les feuillesAdabidopsis(Wingler et al, 2006). De plus, un
ajout de glucose induit la sénescence ohebidopsis(Wingler et al, 2006) et
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Tableau B-5 : Exemples de manipulation de la sénesceng@ une augmentation
de la production de cytokinines(d'apres Gregersest al., 2013 et Kanget al.,2015).

Plante Chlorophylles Phénotype Biomasse/rendement Réfémce
Feuilles restent Photosynthése 50% de matiére séche 1
vertes prolongée en plus
Tabac
Pas de déclin Retard du déclin de| Plus de matiere seche 2
la photosynthése des feuilles basales
Riz Feuilles restent Relations .
) - Plus de panicules 3
vertes source/puits altérées
Mais Jaunissement - Plus de fleurs 4
normal
Tomate - Floraison précoce Augmentatlor) du poids 5
du fruit
Colza de Feuilles restent| Retard de sénescende  Augmentation du 6

printemps vertes foliaire rendement en graines

Les plantes sont transformées pour surproduire des cytalsrau début de la sénescence afin
de retarder la progression de la sénescence des plantésefgds : 1 : Gan et Amasino 1995 ;
2 : Jordiet al.,2000 ; 3 : Liuet al.,2010 ; 4 : Younget al.,2004 ; 5 : Swartzbergt al.,2006 ; 6

: Kantet al.,2015.
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une alimentation riche en C provoque la sénescehee 'orge (Parrotet al,
2005). Toutefois, d'autres études ont montré quiimgation en glucides simples
provoquait une induction de genes SAG (Wataretkasd, 2013), démontrant ainsi
la complexité du lien entre le statut C (niveau glacides simples) et la
sénescence.

De plus, ces données ne permettent pas de détersninet effet sur la
sénescence est di au signal « sucre » impliquaexdkinase (Wingleet al,
2006), ou a un rétrocontréle négatif de la phottd®se (Zhang and Zhou, 2013).
Une accumulation de glucose produit par la dégradlake I'amidon et des lipides
pourrait exercer un rétrocontrdle négatif sur latpeynthése et pourrait ainsi étre
un facteur déclenchant de la sénescence. Mais aettenulation de glucose au
cours de la sénescence reste modérée. Ainsi, diffisile de penser que cette
accumulation de sucres simples puisse, a elle,sexpdiquer la diminution de la
photosynthese observée en début de sénescence.

En outre, un faible apport en N induit plus fortemka sénescence lors
d’ajout de glucose (Wingleret al, 2006). En effet, la diminution de la
disponibilité en N réduit I'assimilation du N dales acides aminés, provoquant
une augmentation du ratio C/N, accentué en caut'ajle glucose. Cette
augmentation du ratio C/N pourrait également étresignal déclencheur de la
sénescence.

b. Les hormones

Les cytokinines (CK), lauxine et les gibbérellind&As) sont des
hormones dites « anti-sénescence » (Gan and Amd®8ad; Mueller-Roeber and
Balazadeh, 2014; Noodést al, 1988). Au contraire, I'acide abscissique (ABA),
I'éthyleéne, I'acide salicylique (SA), les brassit@®ides, les strigolactones et le
jasmonate de meéthyle (MeJa) sont des hormones nideest/induisant la
sénescence (Figure B-16) (ldeal, 2002; Kusabat al, 2013; Zhang and Zhou,
2013). Les hormones les plus étudiées pour leer dahs la sénescence sont les
CK, I'ABA, I'éthylene, le MeJa et le SA, et un rdei apercu des principaux
résultats est présenté ci-dessous.

Les Cytokinines (CK) sont impliquéesvia leur effet retardateur de
I'entrée en sénescence (Zhang and Zhou, 2013)ffén la surexpression d’'une
enzyme impliqguée dans la synthése des CK (isopgitmmsférase) lors de la
sénescence grace a un promoteur de protéines igpésifde la sénescence
(protéase a cystéine SAG12 ou récepteur de proténmese SARK) retarde la
sénescence, ce qui permet d’augmenter la biomaste rendement, confirmant
ainsi le lien fort entre sénescence et rendemeaibl€au B-5) (Gregersest al,
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2013; Kantet al, 2015). A I'inverse, une diminution de substragésessaires a la
synthese des CK (isopentenyl diphosphate et dirtayiydiphosphate) conduit a
une sénescence précoce (Masfeetaal, 2002). Les CK seraient impliquées dans
la régulation de la sénescence, notamment la sEmasdiée a I'alimentation en
N. En effet, une augmentation du niveau devizKune induction de I'isopentenyl
transférase peut retarder la sénescence et la ilegabbn des protéines foliaires
chez le tabac (Gregersenal, 2013).

L’acide abscissique (ABA)est une hormone trés importante dans la
régulation de la sénescence foliaire et son acaitionl a été reportée dans les
feuilles en situation de sécheresse, de stregss, siitempérature extréme et de
contraintes abiotiques, connues pour provoquer smescence précoce. Chez
Arabidopsis I'application d’ABA déclenche I'accumulation deOS lors d’un
stress hydrique et induit la sénescence (Zhangzaond, 2013). Par ailleurs, des
mutants insensibles a '’ABA présentent un phénostpg-green (Kusabaet al,
2013). L’ABA participerait notamment a l'inhibitioe la biosynthése des
chlorophylles en parallele a I'induction de la dsaation de celles-ci, mais cette
hormone serait un facteur activateur de la sénescefutét que déclencheur
(Zhang and Zhou, 2013).

La production déthylene coincide avec l'entrée en sénescence et son
application induit une sénescence prématurée (Kaya2014). De plus, des
mutants insensibles a I'éthylene présentent un qigpa stay-green chez
Arabidopsis démontrant son importance dans la sénescence oie
phytohormone ne serait pas indispensable a saatioit (Kusabaet al, 2013;
Zhang and Zhou, 2013). L’éthyléne interviendraitamoment dans la régulation
des facteurs de transcription (Koyama, 2014).

La teneur efjasmonate de méthyle (MeJajaugmente dans les feuilles
lors d’'une sénescence développementale ou induie ljbscurité chez
Arabidopsis mais elle n’est pas indispensable a linitiatmnau déroulement de
ces 2 types de sénescence (Seltnetrad, 2010). De plus, I'application de MeJa
stimule la sénescence (H al, 2002) et induit I'expression d’enzymes de
dégradation des chlorophylles (chlorophyllases)u¢hg/a et al, 1999). Des
mutants insensibles au MeJa présentent un phéndigyegreen suite a un
passage dans l'obscurité mais des résultats cactomds ne permettent pas de
statuer sur son role précis (Kusaal, 2013). Chez le colza, I'ajout de MeJa en
application foliaire ou dans la solution nutritipeovoque une accélération de la
sénescence avec une stimulation de la mobilisat®itazote dans les feuilles
agées et matures (Rossatd al, 2002). Tous ces résultats montrent bien
I'implication du MeJa dans la sénescence, notamrdant la dégradation des
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chlorophylles et la remobilisation de l'azote, masen rble précis reste
indéterminé.
L’ acide salicylique (SA)s’accumule dans les feuilles sénescentes. Un réle

dans le contrble de I'expression des genes SAGuggtosé (Morriet al, 2000),
notamment en fin de sénescence (Zhang and Zho8).201

c. Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS)

Les peroxydes (R£), notamment le peroxyde d’hydrogene,(4), et les
radicaux libres comme l'anion superoxyde,;(Oet I'hydroxyle (.OH) sont les
principales ROS dans les cellules foliaires. CeSRONnt formées au cours de la
photo-respiration, I'oxydation des lipides, la puction de NADPH, Hou de
xanthine (Mittleret al, 2004).

Les ROS sont de puissants oxydants pouvant causenombreux
dommages a I’ADN, aux protéines et aux lipides memaires (Zhang and Zhou,
2013). Elles peuvent étre détoxifiées par des m@écantioxydantes (glutathion,
ascorbate, vitamine E, caroténoides et polyphémalsjies enzymes comme la
catalase, les peroxydases, la glutathion-S-traaesderou les superoxydes
dismutases (Mittleret al, 2004). Un stress oxydatif est avéré lorsque la
production de ROS dépasse les capacités de ldecallas détoxifier.

L’accumulation de ROS est un point commun entrenfesifestations de
la sénescence et de nombreuses réponses a dedgitegies et abiotiques (Guo
and Gan, 2005). Par conséquent, I'accumulation @8 Bst supposée étre un des
facteurs déclenchants de la sénescence. En effestress oxydatif se produit
pendant la sénescence, conséquence d’'une produldi®OS augmentée, mais
également d’'une chute des activités antioxydarRasdchuket al, 2005; Pastori
and Del Rio, 1997). Cependant les ROS agiraiemicjalement comme signal
activant I'expression de geénes, notamment les SAGnon par dommage
cellulaire (Navabpouet al, 2003). De plus, les mitochondries font partie des
derniers organites dégradés (cf. 8B.II.I.3) etrlecapacité a détoxifier
efficacement les ROS ne serait pas étrangére ddeggévité : en effet, chez le
pois, il a été montré que le niveau de transcritdaeteneur en superoxyde
dismutase (Mn-SOD), une enzyme détoxifiante marg@né&épendante,
augmentent dans les mitochondries lors de la sénesdoliaire (Del Ricet al,
2003).
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d. Les facteurs de transcription

Tous ces facteurs endogénes vont provoquer degiormcen chaine
impliquant de nombreux facteurs de transcriptio®2AREBP, CCAAT-DR1,
CCAAT-HAP2, WRKY, bZIP, NAC) (Ayet al, 2014). A titre d’exemple, chez
Arabidopsis le facteur WRKY53 semble jouer un rdle importdots de la
sénescence. En effet, sa surexpression entrainaugmeentation de I'expression
du géne codant la protéase a cystéine SAG12 (Miaa, 2004), connue pour
étre spécifiqgue de la sénescence (@tal, 2004). Les NAC (NAM, ATAF et
CUC) sont des facteurs de transcription spécifiqdes plantes et chez
Arabidopsis 2 facteurs NAC (ORE1 et ORS1) ont également Um afitagoniste
dans la régulation de la sénescence démontrée gdatation fonctionnelle
(Kusaba et al, 2013). Chez le blé, la surexpression d'un degetms de
transcription NAC (TaNAC-S) permet d’augmenter ancentration en N des
grains en paralléle d’'une sénescence foliaire détar(Zhaoet al, 2014). La
régulation des facteurs NAC au cours de la sénesdait par ailleurs intervenir
I'éthyléene (Koyama, 2014), connu pour pouvoir imduila sénescence (cf.
8B.ILIII.1.b).

[I.111.2. Les facteurs externes

En conditions de plein champ, les conditions oplisale croissance sont
rarement réunies et les plantes sont frequemmemnises a des stress variés. Les
stress biotiques (non détaillés dans cet étatad® (Gregersert al, 2013; Pontier
et al, 1999) et abiotiques ont un impact sur la progoesde la sénescence et les
meécanismes associés peuvent varier en fonctiortrdess(Watanabet al, 2013)
mais tous impliqguent des hormones (Zhang and ZR013). Un rapide apercu des
dernieres connaissances concernant linfluence skeess abiotiques sur la
sénescence est détaillé ci-dessous.

La lumiere est un facteur important du développement, etxagscomme
une insuffisance (ombrage, obscurité) peuvent pyoeo la sénescence (Gan and
Amasino, 1997; Gregersa al, 2013; Zhang and Zhou, 2013). Un excés de lumiére
provoguerait des dommages de I'appareil photosyigte et donc la production de
ROS, potentiellement impliquées dans le déclenchedela sénescence (Gregersen
et al, 2013). La photopériode (Nood@&t al, 1996) et la qualité du rayonnement
(Prochazkova and Wilhelmova, 2004) sont égalenmapbrtantes pour la régulation
de la sénescence. Chez le colza, la sénescendeuiltss peut étre retardée en cas
d’ombrage (Brunel-Mugueet al, 2013). La lumiere agirait indirectement sur la
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sénescenceia son action sur I'activité photosynthétique et ladification du ratio
C/N (Wingleret al, 2006).

Tout comme la lumiére, une élévationtéenpérature serait responsable de
dommages au niveau de I'appareil photosynthétigoeainant une accumulation de
ROS pouvant provoquer une sénescence précoce (&eageal, 2013; Zhang and
Zhou, 2013).

Un stress hydrique peut également provoquer une sénescence précoce qu
contribue au maintien de la balance hydrique deplante et favorise la
remobilisation (Gan and Amasino, 1997; Guo and GA5; Zhang and Zhou,
2013). Cette sénescence précoce en situation ekes dtydrique a été observée de
maniére concomitante a une stimulation de I'actiytotéolytique dans les vieilles
feuilles de colza (llamét al, 1997) ou a une augmentation de I'expression degye
codant des protéases chgabidopsis(Koizumi et al, 1993).

L’ozone par le biais d'un stress oxydatif, est égalemant facteur
déclenchant de la sénescence (Gan and Amasino, 288ig and Zhou, 2013).

La disponibilité emutriments est également a prendre en compte (Gan and
Amasino, 1997; Guo and Gan, 2005). Par exemplefoantion des réserves
cellulaires en sulfate, une limitation en soufrg¢ f@ut retarder linitiation de la
sénescence (Abdallabt al, 2011; Dubousseet al, 2009). A linverse, une
restriction ou une privation en nitrate accélet@mtrée en sénescence (Gregersen
al., 2013; Guo and Gan, 2005; Zhang and Zhou, 20113¢zde colza notamment,
cette accélération de la sénescence foliaire ensé&pa une limitation en N minéral a
été reportée a maintes reprises, associée a umeeatgjion de la dégradation des
chlorophylles et des protéines (Etieratal, 2007; Gomberét al, 2006; Gomberét
al., 2010). La limitation en N agirait en perturbast ratio C/N, potentiellement
déclencheur de la sénescence (Wingteal, 2006). A I'inverse, un excés d'N peut
provoquer un retard de sénescence pouvant cawseexpmple, un phénomene de
verse (Gregersen, 2011).

lIl. Les protéases impliguées dans la sénescencdidoe

Chez le colza, I'ensemble des travaux de rechesalggérent que la faible ERA est
essentiellement due a un défaut de dégradationpa#séines au cours de la sénescence
foliaire (Avice and Etienne, 2014). Le chapitrevsuit se focalisera sur les connaissances
actuelles concernant les caractéristiques et &edés différentes classes de protéases dans la
protéolyse associée a la sénescence. Etant domgnéneé nombre de travaux effectués sur ce
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Tableau B-6 : Protéases a cystéine (CP) dont I'expression du géne,daantité de protéines ou
I'activité est induite lors de la mort cellulaire programmée (PCD) oude la sénescence foliaire.

Protéases a N . S Type de . e
cystéine (CP) Gene Protéine Activité sénescence/PCD Organisme Références
LSC7
LSC790 SDev B.napus 1
CP SDev A.thaliana 2,3
CP SDev P.sativum 4
CP SDev Z.mays 5
CP SDev A.thaliana 6
Globales
bcp-15 SDev B.napus 7
CP SNCS (coupe) B. oleracea 8
CP PC[.) (styess A.thaliana 9
oxidatif)
Cyspl5a SDev M.truncatula 10
See2 SDev Z.mays 5
Cas_pase 3-| PCD protoplastes N.tabacum 10
like cotyledons
PCD foliaire
':Mg’i? (stress A.thaliana 11
yp (a)biotique)
Métacaspases
Type ll PCD .
MC8 (KO) | (H,0,etuvs) | Athaliana 12
Maturation de
yVPE protéines pendant]  A.thaliana 13
la SNCS
Papain-like SNSC (coupe) B.oleracea 8
SAG2
SAG12 SDev A.thaliana 3,6,14,15,16
Papain-like
RD21
SNCS
SAGI2 (limitation en N) B.napus e
RD21 SNCS .
RD19 (stress hydrique) A.thaliana 18

CP : protéases a cystéine non identifiées. SNCS : sénesc&idev : sénescence développementale ; KO :
implication démontrée par mutant Knock-Out. Références Blichanan-Wollaston et Ainsworth 1997 ; 2 :
Buchanan-Wollastoet al.,, 2005 ; 3 : Gucet al, 2004 ; 4 : Schiltzt al, 2004 ; 5 : Donnisoret al,, 2007 ; 6 :
Oteguiet al, 2005 ; 7 : Stroeheet al,, 1997 ; 8 : Coupet al.,2003 ; 9 : Belenghet al, 2003 ; 10 : Suret al,,
1999 ; 11 : Watanabe et Lam 2011 ; 12 : Eeal, 2008 ; 13 : Rojoet al, 2004 ; 14 : Grbic, 2003 ; 15 :
Yamadaet al, 2001 ; 16 : Van der Hoorat al, 2004 ; 17 : Desclost al,, 2009 ; 18 : Koizumiet al., 1993.
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sujet, cette synthése bibliographique est focalisée les résultats obtenus chez les
Brassicacées et s’étend a d’autres familles bat@sicseulement dans les cas ou aucune
donnée n’a été collectée chez les Brassicacées.

[Il.I. Les protéases a cystéine (CP ; EC 3.4.22)

Parmi les 826 protéases codées par le gérdArabidopsis(van der Hoorn,
2008), plus de 140 impliquent une cystéine au skinleur site catalytigue. Ces
protéases a cystéine (CP) sont impliquées dansméneuses fonctions physiologiques
telles que la dégradation des protéines de stodkeggraines (Toyookat al, 2000) et
la maturation des fruits (Alonso and Granell, 1995)

Lors de la sénescence foliaire développementalee angmentation de
I'expression de genes codant des CP est obseregdecholza (gendsSC7etLSC790
(Buchanan-Wollaston and Ainsworth, 1997 Aeabidopsis(Buchanan-Wollastoet al,
2005; Diaz-Mendozat al, 2014) (Tableau B-6). De plus, une accumulatiorCéeest
observée lors de la sénescence foliaire dévelopmemeechez le pois (Schiltat al,
2004) et le mais (Donnisost al, 2007) et I'activité des CP est augmentée lor$ade
sénescence naturelle ch@rabidopsis(Oteguiet al, 2005). Par ailleurs, les mutants
anti-sens d’'une CP de la luzerne (Cypl5a), proehRl019 dArabidopsis présentent
un ralentissement de la sénescence foliaire (Sheaktal, 2005).

Les CP sont également induites lors d'une sénesc@novoquée par des
facteurs externes. En effet, une induction de Fegpion de genes codant des CP est
observée chez le colzhdp-15 (Stroeheret al, 1997) lors d’'un stress hydrique, connu
pour accélérer la sénescence foliaire (Munné-Basth Alegre, 2004). Un inhibiteur
chimique de CP (iodoacétamide) inhibe de 14% Nitétiprotéolytique des fleurons de
brocoli (Brassica oleracen présentant une sénescence induite par le détachem
(Coupeet al, 2003). La surproduction d'un inhibiteur de CP ¢lgstatine AtCYS1)
bloque le déclenchement de la PCD (« Programmed @edth ») de suspension
cellulaire dArabidopsispar un stress oxydatif, et diminue la PCD assagikseréaction
hypersensible lors d’une attaque par un agent gatie (Figure B-20) (Belengkt al,
2003).

Ces résultats mettent en avant le rble clé des @#s des processus de
sénescence et de mort cellulaire développemergdims induites par différents stress.
Les CP seraient notamment impliqguées dans la daétippadde protéines du stroma,
comme la Rubisco et la Rubisco activase chez ledtafYoshida and Minamikawa,
1996), le tabac (Prinst al, 2008) et le blé (Thoenest al, 2007). Cependant, seules 3
études, respectivement ch&mabidopsis(Bayeret al, 2011), la tomate (Harraét al,
2001) et le pois (Forsbers al, 2005), rapportent la présence de CP et/ou d'otieté
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WT Sur-exprimanAtCY S1(cystatine)
A
)

Figure B-20 : Réaction hypersensible (HR) des feuilles &rabidopsisinfectées aved. syringaechez une
plante sauvage (WT) ou sur-exprimant un inhibiteur de protéases a cystée (AtCYS], cystatine).
Les nécroses correspondent a la mort cellulaire associée a la ldRt @ligs importantes pour la plante sauvage

gue pour les transformants (d’aprés Belergghal.,2003)
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Figure B-21 : Localisation cellulaire des principales protéases pentiellement impliquées dans la
dégradation des protéines foliaires au cours de la sénescence.

Les 5 mécanismes putatifs intervenant dans la dégradation d&npsochloroplastidiales sont indiqués en
italique : la voie impliquant des SAV (1), la voie dépendante de I'autoph&yjenipliquant potentiellement
des RCB (3), les CCV (4) et la chlorophagie (5). AminoP : aminopep&lag\P : protéases aspartiques non
identifiées ; CCV : « CV-containing vesicules » ; Clp : protéasaseéinolytiques ; CND41 : « Chloroplast
Nucleoid DNA Binding Protein » ; CP : protéases a cystéine non idegdifiéCV : protéine « chloroplast
vesiculation » ; Deg : « Degradation of periplasmic proteases »sH Ft« Filamentation Temperature-
Sensitive H » ; MMP : « Matrix Metalloproteinases » ; MP : métalipases non identifiees ; MPP :
« Mitochondrial Processing Peptidases » ; RCB : « Rubisco Containinie8od; SAV : « Senescence
Associated Vacuole » ; SP : protéases a sérine non identifiées ; VPE « SaPuoatessing Enzyme ».
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CP dans les chloroplastes. En effet, les CP peltient impliquées dans la
sénescence sont majoritairement localisées dansaesoles des cellules foliaires,
notamment cheArabidopsis(Carteret al, 2004; Oteguet al, 2005) et le tabac (Figure
B-21) (Martinezet al, 2008a). Les protéines stromales telles que laisRabet la
glutamine synthétase (GS2) étant retrouvées dans< Rubisco-containing bodies »
(RCB), I'implication de I'autophagie pour palliee probleme de compartimentation en
orientant les RCB vers la vacuole lytique est forat supposée (cf. 8B.11.11.2) (Ishida
et al, 2014). De plus, la présence d’activité CP daswyésicules de type SAV (Otegui
et al, 2005) implique également un trafic cellulaireépdndant de I'autophagie pour la
dégradation des protéines du stroma (Figure B-18).

Deux familles de protéases a cystéine sont suppoméar un réle dans les
mécanismes de protéolyse associée a la sénesclscenétacaspases (MC ; famille
C14) et les papain-like (Pap-L ; famille C1).

[Il.I.1. Les métacaspases (MC)

Chez les plantes, aucun orthologue des caspasemlasi (cystéinyl asp-
specific protéinases) fortement impliquées darRd® animale (Elmore, 2007), n’a
pu étre mis en évidence lors du séquenchfyebidopsis(Bonneatet al, 2008). En
revanche, l'utilisation de substrats fluorescerntsl’mhibiteurs d’activité caspase a
mis en évidence 6 activités caspase-like chezliggs (Rotaret al, 2005), et les
protéines responsables de ces activités ont éténees les métacaspases (MC)
(Urenet al, 2000). Les MC sont proches des « vacuolar prougenzyme » (VPE)
(Rotari et al, 2005) et se distinguent des caspases animalesivaau de la
spécificité du substrat (Vercammest al, 2007). Deux types de MC ont été
identifiés : le type | (Cambr&t al, 2010) et le type Il, spécifique aux plantes
(Vercammeret al, 2007), dont respectivement 3 et 6 représentaritété identifiés
chezArabidopsis(Urenet al, 2000).

Implication des MC dans la sénescence développealerdt induite

De nombreux travaux ont permis d’apporter des éésiangibles sur le
réle des MC dans la PCD végétale, étape ultimadémescence (Tableau B-6).
Etant donné qu'une activité caspase-1-like a étéensn évidence pour la
protéaseyVPE ayant un rble dans la maturation des protéwesuolaires
impliguées dans les mécanismes de sénescence, (@ssdit supposées
intervenir dans la maturation des protéases, phuét dans la dégradation des
protéines (Hara-Nishimura and Hatsugai, 2011; Robjal, 2004). Pour préciser
le role des MC, il est nécessaire de connaitre(dgusubstrat(s), encore
inconnu(s) a ce jour (Wolteringt al, 2002).

32



Feuille mat. sen. mat. sen.
E'64 - + - +

-+ - +
kDa 50
26 '
. Bl

19

~

Anti-biotine Anti-RD21

Figure B-22 : Activités des protéases a cystéine totales (A) etigntité de protéases a cystéine RD21
(B) dans les feuilles matures (mat.) ou sénescentes (senAudibidopsis

L'activité des protéases a cystéine est détectée grace a uriténini de protéase a cystéine (E-64)
biotinylé. La détection de la biotine sur gel par des anticorps spéc#igaamet de déduire I'activité des
protéases a cystéine de I'extrait. Les anticorps anti RD21 déteztiormes de la protéase RD21 : une
forme intermédiaire de 38 kDa et une forme mature de 33 kDa. La coisparde I'activité des protéases
a cystéine totales et de RD21 permet de démontrer que 'augmentaadivite des protéases a cystéine
dans les feuilles sénescentes est en partie due a la protéase RD21 (daptesMoorret al.,2004).
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Figure B-23 : Quantification de la protéine SAG12-1 d’'une feuille génescence de colza limité (A) ou
privé en N (B).

Aprés analyses des gels par le logiciel ProXpress, le volume de chaqueestpateterminé. La
quantification des spots 54 et 55 a été déterminée en normalisanvtdumnses par rapport au volume total
des spots de I'ensemble des protéines présentes sur le gel. Les spbESSur le gel bidimensionnel sont
induits par la limitation et la privation en N en fin de sénesceateprrespondent a la protéase a cystéine
SAG12-1 (d’'aprés Desclat al.,, 2009).
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[11.1.2. Les papain-like (Pap-L)

Une des plus grandes familles de CP est celle dpd.Ravec 28 membres
chezArabidopsis(Garcia-Lorenzat al, 2006). Ces protéases sont synthétisées sous
forme de précurseurs inactifs et doivent subir nmauration (clivage d’'un peptide)
pour devenir actives, soit de maniere autonome, \saiune autre protéase. Elles
sont localisées majoritairement dans les vacuoless ngertaines peuvent étre
sécrétées (Martineet al, 2012). Du fait de leur similitude avec les ca#ieps
animales, les Pap-L sont classées en différentgpgeo: cathepsines L-like, B-like,
H-like et F-like (Diaz-Mendozat al, 2014).

Implication des Pap-L dans la sénescence dévelopgaaie et induite

De nombreux genes codant des Pap-L sont surexpriorésde la
sénescence développementale des feuilles de A SAG12-let SAG12-
2) (Noh and Amasino, 1999) etAfrabidopsis(SAG2 SAG12et RD2]) (Grbic,
2003; Guo et al, 2004) (Tableau B-6). Au niveau protéomique, une
accumulation de Pap-L a été détectée durant lsssénee foliairel’ Arabidopsis
(SAG12 et RD21) (Grbic, 2003; Otegei al, 2005; Yamadaet al, 2001). De
plus, grace a une méthode permettant d’observenifgpeement l'activité des
CP sur gel et didentifier la protéase responsatide cette activité, une
augmentation de I'activité d’une Pap-like (RD21{) festement suspectée lors de
la sénescence foliaikBArabidopsis(Figure B-22) (van der Hooret al, 2004).
Cependant, un mutant KO n’exprimant plus une aiap-L SAG12 chez
Arabidopsisprésente un phénotype (croissance et sénescdraeejosimilaire
au type sauvage (Oteget al, 2005). De la méme maniére, I'expression de
I’'homologue deSAG12de la patate douce ch@zabidopsisne modifie en rien
la sénescence (Chemal, 2010). En revanche, la surexpression de cystatime
inhibiteur de Pap-L, dans les feuilles de tabacdadna un allongement de la
durée de vie des feuilles (Prird al, 2008), mettant en avant un éventuel
contrdle de la sénescence par les inhibiteurs déb@R2-Mendozeet al, 2014).

Les Pap-L interviendraient également dans la sénescinduite par des
stress abiotiques, notamment chgabidopsisou un stress hydrique provoque
une augmentation de I'expression du g 9 (Koizumi et al, 1993). Chez le
colza, des approches protéomiques ont mis en éed@me accumulation d’'une
des 2 isoformes de SAG12 (SAG12-1) lors de la semes foliaire induite par
une limitation ou une privation en nitrate (FiglBe23) (Descloset al, 2009).
Cette isoforme de SAG12 est également retrouvées desm 30 protéines
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Figure B-24 : Expression du geneSAG12dans des jeunes feuilles!’Arabidopsisen réponse a une
dessiccation, I'obscurité ou I'application d’acide abscissiqueABA) et d’éthylene.

Le géneSAG12n’est induit dans aucune des conditions testées. Les deb29a SEN1 COR15aet
CHITb sont, respectivement, des controles positifs de la réponse aux gtoe®qués par la dessiccation,
I'obscurité, 'ABA et I'éthylene (d’aprés Noh et Amasino, 1999).
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Figure B-25 : Représentatiion schématique du statut source/putvis-a-vis de I'azote des feuilles de
colzavia I'expression des geneSAG12et Cab (« chlorophyll a/b binding protein ») en fonction de
leur position nodale La transition source/puits pour I'azote se produit au début de la sEmEsEt
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donc, au dernier rang foliaire entrant en sénescence (d’aprés Gahbkr2006).
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résiduelles les plus abondantes dans les feuillegées de colza, laissant
supposer gu’elle agirait jusqu’a des stades tarddsla sénescence foliaire
(Desclos-Théveniaat al, 2014).

De plus, la protéine SAG12 est une Pap-L (cathepkitike) dont les
niveaux de transcrit et de protéine sont spécifitgrg augmentés lors de la
sénescence développementale chAeabidopsis(Guo et al, 2004) et le colza
(Lohman et al, 1994). En effet, méme si elle est accumulée en da
limitation/privation en nitrate (Desclost al, 2009), son expression n’est pas
induite lors d’'une sénescence provoquée par blessi@ssiccation ou stimuli
hormonaux (ABA, éthyléne) appliqués sur des fesiihen sénescentes (Figure
B-24) (Noh and Amasino, 1999). Grace a une étudatraot que les promoteurs
des genesSAG12 d’Arabidopsis et du colza étaient trés similaires et
spécifiquement induits lors de la sénescence, dicateur de progression de la
sénescence foliaire basé sur I'expression des @4 2et Cab (« Chlorophyll
a/b binding protein associé au LHCIl ») a pu étévaloppé chez le colza
(Figure B-25) (Gomberet al, 2006). Ces résultats révelent un lien fort elese
Pap-L et la sénescence.

[ILIl. Les protéases a sérine (SP ; EC 3.4.21)

Les protéases a sérine (SP), caractérisées parianhe d’acides aminés (sérine,
histidine, aspartate) au niveau du site catalytigeprésentent la plus grande classe de
protéases chez les plantes avec plus de 200 S#esitehezArabidopsis(Tripathi and
Sowdhamini, 2006; van der Hoorn, 2008). Elles samtliquées dans de nombreux
stress abiotiques et biotiques, la symbiose (Amid Malcata, 2005), la mobilisation
des réserves pendant la germination (Tan-Wilson \Afidon, 2012) ou encore la
formation des trachéides au niveau du xyleme (Rettaal, 2012).

Une augmentation de I'expression de genes codanSBese produit lors de la
sénescence foliaire développementale chegbidopsis(Guo et al, 2004). De plus,
Coupe et ses collaborateurs (Coapal, 2003) ont observé qu’un inhibiteur chimique
des SP diminuait de 10% l'activité protéolytique@sée a la sénescence induite aprés
la coupe d’un fleuron du brocoli (Tableau B-7). DeRibiteurs de protéases a sérine
sont par ailleurs retrouvés au niveau cellulairélsepourraient jouer un réle dans la
régulation de l'activité des SP dans la séneschuiegre.

En effet, chez le colza, une corrélation inverdeobservée entre la sénescence
foliaire et l'activité ainsi que le niveau d’acculation de BnD22, un inhibiteur de
protéases trypsiques (Figure B-26) (Etiembeal, 2007; Reviroret al, 1992). BnD22
est une WSCP (« water soluble chlorophyll bindirrgtgin ») qui peut représenter
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Tableau B-7 : Protéases a sérine (SP) dont I'expression du géne, laantité de
protéines ou I'activité est induite lors de la mort cellulaire programmée (PCD) ou de
la sénescence foliaire.

Rrotggses Géne Protéine Activité . Type de Organisme Références
a sérine sénescence/PCD
Trypsme/. SNSC B. oleracea 1
Globales chymotrypsine (coupe)
SP SDev A.thaliana 2
SNSC .
AtSLP2 (MeJa) A.thaliana 3
S”'f’lfl'(";'”e P1et P2 SDev T.aestivum 4,5
Phytaspase PCD (infection, .
(KO) stress oxydatif) S-lycopersicum 6
ERD1,
ClpC1,
ClpP3, Sbev
ClpP5 A.thaliana 7
, ERD1, SNSC
Protéases | cjpcq ERDL (obscurité)
Clp
ClpC, SDev P.sativum 8
SNSC .
Clp (carence en N) T.aestivum 9
Deg SDev H.vulgare 10
Deg SDev Populus 11
Protéases
Deg SNSC .
Deg2 (KO) chloroplastidiale A .thaliana 12
SNSC .
Deg5 (KO) chloroplastidiale A .thaliana 13

SP : protéases a sérine non identifiées ; SNCS : sénescebmy ; Sénescence développementale
; KO : implication démontrée par mutant KO ; MeJa : traitemant jasmonate de méthyle.
Références : 1 : Coupst al.,2003 ; 2 : Guo et al 2004 ; 3 : Gollda&k al., 2003 ; 4 : Robertet

al., 2003 ; 5 : Robertgt al, 2006 ; 6 : Chichkovat al, 2010 ; 7 : Nakabayaslt al., 2009 ; 8 :
Schiltzet al,, 2004 ; 9 : Ruuskat al,, 2008 ; 10 : Jukantt al, 2008 ; 11 : Anderssoet al., 2004 ;

12 : Lucinskiet al, 2011b ; 13 : Lucinsket al,, 2011a.
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jusqu’a 1% de la quantité de protéines solublesdstdans les jeunes feuilles de colza
(Downing et al, 1992; Revironet al, 1992). Un réle dans la tolérance a un stress
lumineux a long terme, notamment en protégeanthésophylles de la dégradation a
été démontré pour son homologue WSCP1 chez le thou¢{Damarajuet al, 2011).

De plus, BnD22 présente le motif spécifique desbitdurs de protéases de type Kinitz
(Revironet al, 1992), et son activité inhibitrice de protéasggdiques chez le colza est
désormais avérée (Desclesal, 2008). Par conséquent, en plus du maintien twrde
puits dans les tissus en croissamieeune protection de I'appareil photosynthétique, les
WSCP comme BnD22, pourraient étre impliquées dansohtrble de la sénescence
foliaire via une activité inhibitrice de SP.

Parmi les SP, 3 familles sont susceptibles d’awoirble dans la sénescence : les
subtilisin-like (Sub-L ; famille S8), les protéasasséinolytiques (Clp ; famille S14) et
les « degradation of periplasmic proteins » (Dfgnille S1).

[11.11.1. Les subtilisin-like (Sub-L)

Avec 56 Sub-L putatives che&rabidopsis il s’agit d’'une des plus grandes
familles de SP. Ces protéases présentent une tcdatsytique similaire aux
chymotrypsines (histidine, aspartate, serine) @thpand Sowdhamini, 2006) et sont
le plus souvent extracellulaires (Schalkdr al, 2012), méme si une localisation
vacuolaire a également été démontrée (Ceattal, 2004).

Implication des Sub-L dans la sénescence dévelopgaaie et induite

Une Sub-L dArabidopsis (AtSASP) présente une induction de
'expression de son géne et de son activité (démenpar zymogrammes
bidimensionnels) lors de la sénescence foliaire eld@pementale (Diaz-
Mendozaet al, 2014).

De plus, une augmentation de I'expression de S@AtELPJ dans les
feuilles d'/Arabidopsisest également observée lors d’'un traitement phie@A,
connu pour induire la sénescence (Tableau B-7)Id@ch et al, 2003). Cette
famille de SP semble également jouer un r6le majans la protéolyse associée
a la sénescence monocarpique du blé (Chawhaal, 2009). En effet, une
accumulation de 2 Sub-L (P1 et P2) est observéederla sénescence foliaire
provoquée par I'obscurité, avec des pH optimauypeetfs de 8-10 et 10-11
(Robertset al, 2006). Ce type de Sub-L est d’ailleurs capablaléigrader la
Rubiscoin vitro (Robertset al, 2003). De plus, malgré le fait que les caspases
soient des protéases a cystéine, certaines SubsMepe(i) dégrader les substrats
spécifigues des caspases animales et (ii) étrdérhki par les inhibiteurs de
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Figure B-27 : Modéle d’assemblement du complexe Clp che&rabidopsis

ClpT1 se lie en premier a I'anneau ClpP, suivi par ClpT2. Une foiotaglexe
ClpP/T1/T2 formé, une liaison avec I'anneau CIpR se produit pour donner le
complexe catalytique Clp. Enfin, une liaison avec les sous-unités arapes
ClpC s’établit pour obtenir un complexe Clp actif (d'aprés Clagkal., 2012).
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caspases (Woltering, 2004). Par conséquent, lesitést caspase-like des
cellules végétales, potentiellement impliguées danBCD (Sunet al, 1999),
sont en partie dues a des Sub-L (Vartapettral, 2011) mais cela reste a
prouver chez le colza.

Parmi les protéases non homologues des caspassspraéaentant une
activité caspase-like, il y a les saspases et Ihgtappases. Les saspases sont
extracellulaires et impliguées de maniere probabtemindirecte dans la
dégradation de la Rubisco lors d’'un stress bioticfuez I'avoine (Coffeen and
Wolpert, 2004; Vartapetiaat al, 2011). Les phytaspases, dont les mutants KO
chez la tomate ne présentent plus de PCD en régounse infection, un stress
oxydatif ou osmotique, seraient plus spécifiquemeniliquées dans la PCD
(Chichkovaet al, 2010). Ces Sub-L sont extracellulaires mais Impilication
dans la dégradation de protéines intracellulamesamment chloroplastidiales,
peut s’expliquer par une régulation par compartiaigon. En effet, il a été
montré que ces protéases extracellulaires sontrtégsdans la cellule au cours
de la PCD (Chichkovat al, 2012; Vartapetiaet al, 2011).

[Il.II.2. Les protéases caseinolytiqgues (Clp)

Les protéases caseinolytiques (Clp) sont des S&blssl parmi les plus
connues, dont le fonctionnement, nécessitant deR'Aappelle celui du protéasome
26S (Clarke, 2012). Elles sont présentes dans lexcmondries (Kwasnialet al,
2012) et les chloroplastes (Clarke, 2012), ou 5 QIpt été localisées
expérimentalement (Olinarest al, 2011). Structurellement, les Clp sont des
complexes protéiques constitués d’'un centre prgti§ole composé de 9 sous-unités,
dont 5 catalytiques (ClpP) et 4 non catalytique$piR porteuses de l'activité
ATPase et responsables de la reconnaissance et dénhturation du substrat
(Robertset al, 2012) (Figure B-27). Leur association est régylae d'autres Clp
(ClpT), dites accessoires (Clarke, 2012). Cinq amigs catalytiques (ClpP1, 3-6)
(Adam and Clarke, 2002) et 5 sous-unités chapesor(@pC 1-2, CIpB3 et
ClpD/ERD1) (Robert®t al, 2012) ont été localisées au sein du chloropkdstpire
B-21).

Implication des Clp dans la sénescence développédaieret induite

En plus d’un réle crucial pendant les premierespbale la biogenese et
’'homéostasie des chloroplastes (Kato and Sakanmi@Q; Olinareset al,
2011), un réle des Clp dans la sénescence estnégraiesupposé. En effet, une
augmentation de I'expression de genes codant les-wuités ERD1, ClpCl1,
ClpP3 et CIpP5 est observélers de la sénescence foliaire naturelle
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Figure B-28 : Modele hypothétique de dégradation de la protéine D1 du

photosysteme Il.

Les domaines transmembranaires (A a E) et les extrémités de kinaddl sont

indiqués. Selon ce modéle, la protéine D1 est clivée coté lumen pardeEsases Degl
et le complexe Deg5/Deg8 et cbté stroma par les protéases Deg2 &tdvegt d'étre

completement dégradée par les métalloprotéases FtsH. Le clivagieparotéases
Deg permettrait une dégradation de la protéine D1 plus efficacesatectrte intensité
lumineuse (adapté de Kato et Sakamoto, 2009 ete$ah, 2010a).
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d’Arabidopsis, suggérant la formation d’'un complexe CIpC, CIpPERD1
spécifigue pendant la sénescence (Nakabayeiskl, 1999) (Tableau B-7).
Cependant, cheArabidopsis I'accumulation des transcrits ERD], ClpC,
ClpP3 et ClpP5 n’'est pas suivie par une accumulation de protéines
correspondantes (Nakabayastti al, 1999). En revanche, I'abondance des
protéines ClpC augmente lors de la sénescenceardéotibez le pois (Schiltet

al., 2004).

Lors d’'une sénescence provoquée par I'obscurdgptession des genes
ERD1 et ClpC1 augmente également chézabidopsis(Lin and Wu, 2004;
Nakabayashet al, 1999), aboutissant a une accumulation de la iptERD1.
Des géne<£lIp sont également induits lors d’'une sénescence gu@@ par une
carence en N chez le blé (Ruusidaal, 2008). Compte tenu de ces résultats,
mais également de la localisation chloroplastididés Clp, cette classe de
protéases pourrait étre impliquée dans le contrdle la protéolyse
chloroplastidiale associée a la sénescence fol{@&obertset al, 2012). Des
mutants n’exprimant pas la protéase du stroma ke GJpP présentent toujours
une dégradation de la Rubisco dans des préparatimmales. Par conséquent,
méme si leur cible reste inconnue, I'implicatiors delp dans la dégradation de
la Rubisco de maniere directe ou indirecte n’est gitendue (Desimonret al,
1998).

I11.11.3. Les « degradation of periplasmic proteins » (Deq)

Les protéases Deg, également appelés HtrA (« Higipérature requirement
A »), sont des SP présentant une fonction chaperam plus de leur fonction
protéolytique, et dont I'action ne nécessite pa&T& (Schuhmann and Adamska,
2012). Elles sont au nombre de 16 putatives élrabidopsis(Garcia-Lorenzeet al,
2006), s'associant en complexes répartis dansquitssorganites (Figure B-21), dont
5 (Degl, 2, 5, 7 et 8) sont adressées aux chl@mgslgSchuhmann and Adamska,
2012).

Les Deg sont principalement étudiées pour leur icapbn dans
'amélioration de l'efficacité de la réparation @8Il en cas de fort éclairement,
notamment au niveau des premieres étapes de dégrade la protéine D1 (Kato
and Sakamoto, 2009), en amont de I'action des roptatéases FtsH (Wagnet al,
2012). Le modéle actuel propose que Degl, 5 etiSsef ensemble dans la
dégradation de D1, en clivant la protéine cété hrffunet al, 2013), aidées par
Deg?2 et 7 qui participent en clivant D1 coté strd@anet al, 2010b) (Figure B-28).
Degl est également impliquée dans la dégradatispraeéines CP26 (Ihcb5), CP29
(Ihcb4), D2 et CP22 (PsbS) du LHCII du PSII lorspieto-inhibition (Zienkiewics
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Figure B-29 : Ultrastructures des chloroplastes de feuillesl’Arabidopsisde type sauvage (WT) ou mutants
n’exprimant plus Deg2(Deg2-3et Deg2-2).

Des ondulations sont clairement visibles dans les thylakoides deteplaauvages mais pas chez les mutants,
traduisant un retard d’entrée en sénescence des chloroplastesshaztants (Barre = 500 nm, d’apres Lucineki

al., 2011a)

Tableau B-8 : Métalloprotéases (MP) dont I'expression du géene, la qudité de protéines ou l'activité est
induite lors de la mort cellulaire programmeée (PCD) ou de la sénesces foliaire.

Métalloprotéases Geéne Protéine Activité Type de sénesme/PCD Organisme Références
MP SDev H.vulgare 1
MP SDev T.aestivum 2
Globales
MP SNSC (blessure) H.vulgare 3
MP SNSC (coupe) B.oleracea 4
SDev P.sativum 5
S-MPP
MPP SNSC (limitation en N) B.napus 6
a-MPP SNSC (limitation en N) B.napus 6
MMP SDev C.sativus 7
Atl-MMP
At3-MMP .
MMP AtA-MMP SDev A .thaliana 8
At5-MMP
At2-MMP At2-MMP (KO) SNSC (MeJa) A.thaliana 9
FtsH SDev A .thaliana 10
FtsH SDev P.sativum 5
FtsH2
FtsH FtsH5 SNSC (MeJa) A thaliana 11
FtsH8
FtsH S
FtsHS SNSC (limitation en N) B.napus 6

MP : Métalloprotéases non identifiées SNCS : sénescencey SBEnescence développementale ; KO : implication démentr
par mutant Knock-Out ; MeJa : traitement au jasmonate de yl@thMMP : « Matrix Metalloproteinases » ; MPP :
« Mitochondrial Processing Peptidases » ; FtsH : « Filantiema emperature Sensitive H ». Références : 1 : Julatndil,,
2008 ; 2 : Chauhaet al,, 2009 ; 3 : Parrogt al,, 2007 ; 4 : Coupet al,, 2003 ; 5 : Schiltzt al, 2004 ; 6 : Desclost al, 2009 ;

7 : Delormeet al, 2000 ; 8 : Flinn 2008 ; 9 : Golldackt al., 2002 ; 10 : Gueet al., 2004 ; 11 : Cheret al., 2011.

A B Figure B-30 : Zymogrammes d’extraits protéiques issus

kDa kDa de fleur de brocoli aprés coupe en absence (A) ou
présence (B) d’'un inhibiteur de métalloprotéases

La masse moléculaire des bandes d'activités est indiquée a
droite du gel en kDa. Les puits 0 a 4 correspondent aux
jours aprés coupe. Une augmentation des activités
protéolytiques est observée lors de la sénescence induite par
la coupe (43, 47, 56, 60 et 65 kDa) et inhibée partiellement
par 20 mM de 1,10-phénanthroline, un inhibiteur de
métalloprotéases (d'apres Rossanal, 2011).
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et al, 2012). Deg2 est capable de dégrader la prothoi®idu LHCII lors de stress
salin, thermique ou encore de stress induit pasble (Luaiski et al, 2011b). Deg5
est supposée dégrader la protéine Pcbf du PSIs apme blessure (Lucski et al,
2011a) et Deg7 est capable de dégrader les pretBineCP47 et CP43 du PSII (Sun
et al, 2010a). Ces protéases seraient par conséqueliquégs dans la maintenance
de I'ensemble du PSII.

Implication des Deg dans la sénescence développé¢ateet induite

Du fait de I'implication des Deg dans la dégradataes protéines du
LCHII en réponse a différents stress, il n'est dpas exclu que ces protéases
puissent jouer un rbéle dans sa dégradation lors lale sénescence
développementale. Cette hypothése est corroboréeurmma augmentation de
I'expression d’'une Deg pendant la sénescence relidéveloppementale du
peuplier (Anderssoret al, 2004) et de l'orge Qeg? (Jukantiet al, 2008)
(Tableau B-7). Une autre étude ch&mbidopsisa montré une diminution de
I'expression des génes codant les protéases Derppldstidiales@egl, 2, 5 et
8) lors d’'une sénescence provoquée par I'obscutité énd Wu, 2004). Ces
études transcriptomiques sont contradictoires mlées peuvent s’expliquer par
le fait que I'obscurité diminue les besoins de répan de [I'appareil
photosynthétique. Cependant, un retard d’entrégéaascence des chloroplastes
chez les mutants Arabidopsisn’exprimant pluDeg2 (Figure B-29) (Luaiski
et al, 2011b) ouDeg5 (Lucinski et al, 2011a) semble indiquer que certaines
protéases Deg jouent un rble dans l'initiationalednescence chloroplastidiale.

1. L es métalloprotéases (MP ; EC 3.4.24

Le génome dArabidopsiscomprend 81 genes codant des MP (Schaller, 2004).
Les MP sont des protéases liées a un ion métalliguplus souvent du zinc, et sont
impliquées dans la nodulation, la différenciatioes cblastes, la thermotolérance ou
encore la méiose (van der Hoorn, 2008).

Lors de la sénescence développementale, une auafioarde I'expression d’'un
gene codant une MP a zinc a été observée chez I@ukantiet al, 2008) et une
augmentation de l'activitté MP a été mise en évidedans les feuilles lors de la
sénescence monocarpique du blé (Chawdtaal, 2009) (Tableau B-8). Une induction
d’'un géne codant une MP putative est égalementradsen cas de sénescence induite
par blessure chez l'orge (Parr@t al, 2007) et des activitets MP ont été mises en
evidence sur gel lors de la sénescence du fleuedoratoli aprés coupe (Figure B-30)
(Rossancet al, 2011). De plus, I'implication des MP dans la dé&stion de protéines
stromales a été prouvéevitro, notamment chez le pois ou une MP dépendantendu zi

38



Rubisco .

+ +
Inhibiteur MP - + -
EP1 - + +
. T 66 kDa
LSU -l
. - 36
P
PR
14

Figure B-31 : Dégradationin vitro de la Rubisco par la métalloprotéase EP1.

La Rubisco est incubée 24h a température ambiante avec ou sans EPd @t ge@s un inhibiteur
de métalloprotéases (1 mM de 1,10-phénanthroline). La bande & 36 kDa correspopcbduit de

dégradation de la grande sous-unité de la Rubisco. Cette expérience démenkaeRybisco est

dégradée par la métalloprotéase EP1. LSU et SSU correspondent respeativa la grande et
petite sous-unité de la Rubisco (d’aprés Brusheigdll., 1993).

Site de modification

Site de clivage furine d’ancrage GPI

Peptide Domaine | Commutateu Domaine | Pomaine

: L - : de liaiso
; ;
signal propeptide cystéine catalytique au zinc

Domaine
transmembranaire

Figure B-32 : Structure des « matrix metalloproteinases » (MMB.
GPI : glycosylphosphatidylinositol (d’aprés Flynn, 2008).
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localisée dans le stroma est capable de cliverdadg sous-unité de la Rubisco (Figure
B-31) (Brushnelket al, 1993).

Parmi les MP potentiellement impliquées dans la&eséence, 3 familles ont été
mises en évidence : les « mitochondrial procesgemidases » (MPP ; famille M16),
les « matrix metalloproteinase » (MMP ; famille M10Oet les « filamentation
temperature-sensitive H » (FtsH ; famille M41).

[1.111.1. Les « mitochondrial processing-peptidases » (MPP)

Les MPP sont localisées dans la membrane internel’adeeloppe
mitochondriale et sont composées de 2 sous-unisésales :a-MPP, responsable
de la spécificité du substrat #MMPP, portant le site de liaison au zinc et 'aitév
protéolytique. Deuxa-MPP et unes-MPP sont présentes chézabidopsis Elles
interviennent dans la maturation des protéines larant la pré-séquence des
protéines solubles et membranaires importées @snsitochondries. Ces protéases
ont un réle important car, che&rabidopsis par exemple, 77% des protéines
mitochondriales ont une pré-séquence clivée parpdetases (Kwasniakt al,
2012).

Implication des MPP dans la sénescence développdaieret induite

Chez le pois, I'accumulation d’'un&@MPP est observée au cours de la
remobilisation du N associée a la sénescencerligdveloppementale (Schiltz
et al, 2004) (Tableau B-8). Une accumulation des soutesia- et f-MPP du
colza en situation de sénescence foliaire induitenon par une limitation en
nitrate est également observée en début de séwes@@esclost al, 2009). En
clivant les précurseurs de protéines adresséesnitochondries (Gaklet al,
2002), I'induction des MPP pourrait faciliter I'imogation des protéines dans les
mitochondries afin de maintenir la production ddie, indispensable au bon
déroulement de la sénescence (Quienhal, 2000).

l.111.2. Les « matrix metalloproteinases » (MMP)

Les MMP sont des MP dont l'activité est extracelitd, dépendante du zinc
et du calcium et nécessitant un pH alcalin. Cing RIbht été identifiees dans le
génome dArabidopsis (Atl-MMP a At5-MMP). Leur structure (Figure B-32)
suppose une localisation membranaire, mais celapa& été démontré chez les
plantes. Des roles dans l'expansion et le remodeldgs cellules pendant la
croissance et le développement, dans la défenseectes pathogénes et la
nodulation sont suspectés (Flinn, 2008; Marino Rmak, 2012).
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Figure B-33 : Expression des «matrix metalloproteinases» (MMPY’ Arabidopsisdans la rosette et
des feuilles d’ages différents.

La couleur bleue indique le niveau d’expression: un bleu plus foncé&septe une expression plus forte.
L’expression de tous les génes codantNBdP d’Arabidopsisaugmentent dans la feuille sénescente, sauf
At2-MMP et At5-MMP (d’aprés Flynn, 2008).

I !
KO At2-MMP WT

Figure B-34 : Phénotypes des feuilles d’'un mutant dArabidopsisn’exprimant plus At2-MMP (KO
At2-MMP) et de la plante sauvage (WT).

Une sénescence foliaire précoce est observée chez les mutants erraisonmpau sauvage (d’aprés
Golldacket al., 2002).

=

Figure B-35 : Représentation schématique de la structure des ptéases « Filamentous temperature-
sensitive H » (FtsH).Les protéases FtsH sont composées d’'un domaine protéolytique, d’urindoma

ATPase et de domaines transmembranaires permettant I'ancrage dasltaame thylakoidienne (d’aprés
Wagneret al., 2012).



Chapitre B : Synthése bibliographique & objectifs

Implication des MMP dans la sénescence développdwaleret induite

Les MMP ayant un réle important dans le contréléad@CD des cellules
animales, une implication dans le contréle de IDREgétale a été proposee
(Beerset al, 2000). En effet, chez le concombre, I'expressiam géneMMP
augmente tardivement lors de la sénescence déwstappale, supposant un
réle, non pas dans la remobilisation des nutrimentss dans la dégradation de
la matrice extracellulaire au cours de la PCD (Dubet al, 2000) (Tableau B-
8). L'expression des genes de la plupart des MMBmamte pendant la
sénescence foliaire développementale, notamment Atabdidopsis(Figure B-
33) (Flinn, 2008). De plus, I'expression d’'une MMFRArabidopsis(AtMMP2)
est stimulée en réponse a un traitement au MeJA des mutants n’exprimant
plus At2-MMP montrent une sénescence précoce, démontrant @ipadiculier
de cette protéase dans le controle de la sénes(eitee B-34) (Golldaclet
al., 2002).

[11.111.3. Les « filamentation temperature-sensitive H » (FtsH)

Les FtsH sont des protéases membranaires, ATP di@ms avec un
domaine protéolytique possédant une séquence deniau zinc (Figure B-35).
Douze FtsH codant des formes actives et 5 poufaleses inactives (FtsHi) ont été
identifiees dans le génonaArabidopsis (Wagneret al, 2012). Les FtsH sont
localisées dans les mitochondries et les chlortgda@d-igure B-21). Au regard de
leur séquence, certaines FtsH, peuvent étre greyparepaire et des compensations
peuvent se produire entre ces paires: FtsH2/8H1Fs FtsH7/9 dans les
chloroplastes et FtsH3/10 et FtsH11/4 dans les amaiodries. En revanche, les
formes chloroplastidiales FtsH12 et 6 n’ont papdiees connues a ce jour (Wagner
et al, 2012).

Leurs substrats peuvent étre des protéines menitgara solubles, et ces
protéases jouent un réle dans la dégradation ddsipes mal conformées et des
protéines a courte durée de vie. Des mutants KQ ptaH2 et 5 montrent un
phénotype « panaché », indiquant un réle impomast FtsH dans la formation des
chloroplastes (Adanet al, 2005). De plus, les FtsH sont impliquées dans la
réparation du PSNia la dégradation de la protéine D1, en aval desfpsats Deg
(Figure B-28) (Adamet al, 2005; Wagneret al, 2012). Un rdle dans la
thermotolérance est également démontré pour Ftsséills déterminer s'il s’agit de
la forme mitochondriale ou chloroplastidiale (Cletral, 2006).
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Dégradation de lhcbh3

Figure B-36 : Dégradation de lhcb3 chez la plante sauvage Arabidopsis(WT) et des
mutants KO de FtsH6, 5 et 11.

La dégradation de Ihcb3 dans la membrane de thylakoides isolés a partguillesf
sénescentes est obsen@evitro apres 6h d’incubation. La dégradation de Ihcb3 est inhibée
seulement chez le mutant n’exprimant pkisH6 (d’apres Zeliskaet al., 2005).
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Implication des FtsH dans la sénescence développ#ale et induite

Tout comme les protéases a sérine Deg, les FtsHmaphquées dans la
dégradation du LHCII lors de stress lumineux eh’dst pas exclu qu’elles
dégradent ce complexe protéique lors de la sénesc&m effet, I'expression
d’'un gene codant une FtsH est induite lors de hesgence développementale
foliaire d’Arabidopsis (Guo et al, 2004) mais, a l'inverse, I'expression de 2
genesFtsH est diminuée lors de la sénescence foliaire iedpér I'obscurité
(Lin and Wu, 2004). Au niveau protéomique, une FesHégalement accumulée
pendant la remobilisation du N associée a la sénesc foliaire
développementale chez le pois (Schdtal, 2004) (Tableau B-8). Ces résultats
en apparence contradictoires peuvent s’expliquelepait que (i) la sénescence
soit induite ou développementale, (i) I'obscuritéminue les besoins de
réparation de I'appareil photosynthétique et (ii@s isoformes de FtsH
présentent des fonctions différentes.

L’application de MeJa, induisant la sénescenceyqaoe I'accumulation
des protéines FtsH2, 5 et 8 dans les feuilldgabidopsis(Chenet al, 2011).
Chez le colza, de 2 protéases FtsH chloroplastisligdont FtsH8) sont
accumulées au cours des premiéres étapes de kscsgoe foliaire induite par
une limitation/privation en nitrate (Desclag al, 2009). Les FtsH auraient
€galement un role dans la réaction hypersensibtéganse a une attaque par un
agent pathogene chez le tabac, ou la diminution Ftesl empécherait une
réparation efficace du PSII, inhibant la photosgsth et conduisant a la PCD
(Adam and Clarke, 2002). De plus, des mutants KOgdnoe FtsH6 chez
Arabidopsisdémontrentn vitro I'implication de cette FtsH dans la dégradation
des composantes Lhcbl et 3 du PSIl lors d'une sénes induite par
I'obscurité ou lors d’'un stress lumineux (Figure3B) (Zeliskoet al, 2005).
Cependant, une autre expérimentation, utilisantplus grand nombre de
mutants KO deé-tsH6 contredit ce résultat et conclut que FtsH6 n'es pne
protéase clé de la dégradation du LHCIlI (Wageeral, 2011), mais un
mécanisme de compensation entre les différenté$ iPest pas a exclure. Peu
de résultats mettent en avant une accumulatior-t$ mais la protéolyse des
chloroplastes semble liée a la quantité de prostasmme a la sensibilité du
substrat a la dégradation (Hortensteiner and F@082; Zeliskeet al, 2005).

[L.IV. Les protéases a aspartate (AP ; EC 3.4.23)

Les AP contiennent 2 molécules d’aspartate danssiéel actif et seulement 3
familles existent chez les plantes. Avec 158 geAPBsidentifiés dans le génome
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Tableau B-9 : Protéases a aspartate (AP) dont I'expression du géne, tpantité de protéines ou
I'activité est induite lors de la mort cellulaire programmée (PCD) oude la sénescence foliaire.

Protéases a Tvpe de
aspartate Geéne Protéine Activité P Organisme Références
(AP) sénescence/PCD
AP SDev A.thaliana 1,2
AP SDev O.sativa 3,4
Globales LSC760 SDev B.napus 5
AP SNSC B.napus 6
(Gl : 1326165) (limitation en N) -hap
AP SNSC (coupe) B.oleracea 7
Phytepsine SDev T.aestivum 8
Phytepsine SNSC (MeJa) S.lycopersicum 9
Phytepsines CND41
(KO / over) SDev N.tabacum 10,11
SNSC .
CND41 (limitation en N) A.thaliana 12

AP : protéases a aspartate non identifiées ; SNCS : sénesce8bev : sénescence développementale ; KO :
implication démontrée par mutant Knock-Out ; over : impiica démontrée par surexpression ; MeJa : traitement au
jasmonate de méthyle. Références : 1 : Buchanan-Wollastah 2005 ; 2 : Guaet al, 2004 ; 3 : Leeet al, 2001 ; 4 :

Liu et al, 2008 ; 5 : Buchanan-Wollaston et Ainsworth, 1997 ; 6 : Deselpal, 2009 ; 7 : Wanget al, 2004 ; 8 :
Gregersen et Holm, 2007 ; 9 : Beafsal,, 2000 ; 10 : Kateet al,, 2004 ; 11 : Katcet al,, 2005 ; 12 : Diazt al, 2008.

Contrble
-CND41

Faible N

-CND4

Figure B-37 : Phénotypes des mutants anti-sens de la protéase a aspaet CND41 (CND41) et des
plantes sauvages (WT) de tabac bien alimentés (Contréle) ou limités en N&ible N).

La sénescence foliaire est retardée chez les mutants antj-62i341) en situation d’azote limitant (d’aprés
Katoet al,, 2004).
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d’Arabidopsis(Schaller, 2004), elles représentent i@Ris grande classe de protéases
apres les SP (van der Hoorn, 2008). Les AP pelatemiextracellulaires, vacuolaires ou
plastidiales (Figure B-21), et ont des roles suppodans la défense contre les
pathogénes, la gamétogenése, I'embryogenéese, tadddign des protéines de réserves
des graines, la croissance et le développemenitaiedl (Beerset al, 2000; Tan-Wilson
and Wilson, 2012; van der Hoorn, 2008).

Une induction de I'expression des genes codantAtesst observée lors de la
sénescence foliaire développementakrabidopsis(Buchanan-Wollastoet al, 2005;
Guo et al, 2004) et du colza (LSC760) (Buchanan-Wollastod amsworth, 1997)
(Tableau B-9). Au niveau protéomique, une AP (@AIB26165) est accumulée et
maintenue a un niveau élevé tout au long de lassénee foliaire chez le colza limité
ou privé en nitrate (Desclast al, 2009), et encore présente a un niveau relativemen
élevé dans les feuilles mortes (Desclos-Théveeial, 2014). De plus, une activité AP
a été mise en évidence dans les fleurs de brogaoars de la sénescence apres coupe
via l'utilisation d’un inhibiteur chimique (la pepstia¢ A) (Wanget al, 2004).

La famille des phytepsines (famille A1) semble joue réle prépondérant dans
la sénescence foliaire. Les phytepsines sont siyséies sous la forme d’un pro-peptide
inactif et localisées majoritairement dans les eéesides cellules foliaires. Elles ont un
réle dans la défense, linteraction pollen/pistil la dégradation des protéines de
stockage des graines (Beetsal, 2000; Schaller, 2004).

Implication des phytepsines dans la sénescence ldppementale et

induite

Une augmentation des transcrits d’un gene codaetplytepsine est
observée lors de la sénescence développementdli® ¢Gregersen and Holm,
2007) et d’'une sénescence induite par une blessungn traitement au MeJa
chez la tomate (Beeget al, 2000) (Tableau B-9).

Parmi les phytepsines, un intérét particulier apEigé sur la protéase
CND41 (« Chloroplast Nucleoid DNA binding proteifh 4). D’abord identifiée
chez le tabac, cette protéase présente une dautbleéa: protéolyse et liaison a
’ADN. Son activité est optimale a pH acide, ne essite pas d’ATP, et un rble
dans la régulation de I'expression de certains g&sé supposéia son activité
de liaison a 'ADN (Beerst al, 2004; Murakamiet al, 2000). La protéase
CND41 du tabac est capable de dégranlerntro la Rubisco dénaturée, a un pH
physiologique de 7,5. Par ailleurs, un mutant nferpnt plus CND41 présente
un retard de sénescence en cas de limitation driguré B-37) et un défaut de
remobilisation de l'azote des viellles feuilles vées jeunes feuilles du tabac,
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Figure B-38 : Feuilles des transformants sur-exprimant CND41 (€ND41) et des plantes
sauvages (WT) du tabac.

Les plantes (mutant et sauvage) sont cultivées en situationtd’badtant et de lumiere continue pour
induire fortement la sénescence foliaiBans les 2 cas, les feuilles sont de méme dimension mais, les
transformants surexprimant CND41 montrent une sénescence foliaigete par rapport a la plante
sauvage (6 rangs foliaires sénescents chez les transforomnite 2 pour le type sauvage) (d’aprés
Katoet al,, 2005).
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Figure B-39 : Exemple de structure des
sous-unitész et g du protéasome 20S.

Le protéasome 26S est un complex p
protéolytique composé d'une partie

catalytique 20S et d'une partie régulatrice % ‘“
19S. La partie catalytique 20S est présenté

dans ce schéma. Le protéasome 20S est Dessus

assemblage de sous-unitéset g formant Devant Derriere
un cylindre. Les sous-unités portant les
activités protéolytigues sont entourées e
bleues. Les activités protéolytiques sont
chymotrypsine-like (sous-unité f5),
trypsine-like (sous-unités2) et peptidyl
glutamyl-peptide hydrolase (sous-unjt#)
(d’aprés Jungt al., 2009).

Perspective Déroulé
Figure B-40 : Ubiquitination @
(Ub) des protéines cibles par les o‘\ Cystéine
ligases E1, E2 et E3. ATP
L’enzyme E1 utilise de I'ATP AMP + PP,
pour activer I'ubiquitine.
L'ubiquitine activée est

transférée sur E2, 'enzyme de
liaison de l'ubiquitine. L'enzyme
E3, responsable de la spécificité
de [l'ubiquitination, se lie au
substrat  (protéine cible a
dégrader). L’ubiquitine fixée sur
'enzyme E2 est transférée sur la
protéine cible de 2 maniéres
différentes. La liaison entre
I'ubiquitine et la protéine cible se
fait sur une lysine. Cette
ubiquitination peut se répéter
autant de fois que nécessaire et Ie
protéine cible ainsi marquée est
adressée au protéasome (d'apré
Junget al, 2009).

——» Vers le protéasome
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démontrant ainsi clairement son réle crucial dansemobilisation de l'azote
associée a la sénescence. Son réle dans le coaér@desénescence est entériné
par le fait que les transformants de tabac surievgmt CND41 présentent une
sénescence précoce (Figure B-38) (Kett@l, 2001; Katoet al, 2004; Katoet

al., 2005)

ChezArabidopsis 2 homologues de CND41 ont été identifiés (Katd an
Sakamoto, 2010) et une corrélation entre la gquardg protéases CND41
putative et la sénescence est observée chez 5 edignécombinantes
d’Arabidopsisprésentant des niveaux de sénescence contrastéseition de
faible apport en N. De plus, dans ces lignées,ifd@ndition de la quantité de
Rubisco se produit juste aprés cette accumulato@GNID41 (Diazet al, 2008).

Le protéasome 26S, est un complexe protéolytiquastitaé d'une partie
catalytique 20S composée de 4 anneaux de 7 sotesumtf (Figure B-39) qui réalise
la protéolyse, et d’'une partie régulatrice 19Stqume de l'activité ATPase, qui déplie
et oriente la protéine cible vers le corps catabgi 20S (Junget al, 2009). Ce
complexe présente 3 activités protéolytiques : dftyypsine-like (sous-unitéss),
trypsine-like (sous-unitgs2) et peptidyl glutamyl-peptide hydrolase (soustiil)
(Smalle and Vierstra, 2004). Charabidopsis lors d’'une exposition au cadmium, il est
supposé que les protéines oxydées sont dégradgesptdes par le protéasome 20S,
peptides qui sont ensuite dégradés en acides apanétes peptidases dédiées (leucine
aminopeptidase, tripeptidylpeptidase Il et thimegapeptidase) (Polget al, 2009). Ce
mode de dégradation en 2 étapes basé sur le madi@al reste a prouver mais il
pourrait bien s’étendre a la dégradation des pregédans d’autres circonstances que
I'exposition au cadmium.

Dans la majorité des cas, la protéolyse seviaitune ubiquitination réversible
des protéines cibles (Kurepa and Smalle, 2008; I8naaid Vierstra, 2004). Cette
ubiquitination consiste en la liaison d’'une ou puss ubiquitine(s) (Ub) a la protéine
cible grace a 3 types d’enzymes : E1 (enzyme datitin de I'Ub), E2 (enzyme de
liaison de I'Ub) et E3 (ligase) (Figure B-40). Chagligase E3 est responsable de la
spécificité du complexeia l'ubiquitination de seulement quelques protéinddes,
résultant en un grand nombre de genes codant debdzZ\rabidopsis(plus de 1300)
(Smalle and Vierstra, 2004).

Le protéasome étant localisé dans le noyau etttsaly(Beerst al, 2000), ses
cibles sont majoritairement des protéines du cytako noyau, de la membrane et du
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Tableau B-10 : Protéase a thréonine (TP) dont I'expression du géne, lguantité de
protéines ou l'activité est induite lors de la mort cellulaire progammée (PCD) ou de la
sénescence foliaire.

Protéase a Tyoe de
thréonine Géne Protéine Activité P Organisme Références
(TP) sénescence/PCD|
SDev
UPS SNSC A.thaliana 1,2,3
(obscurité)
Geénes du .
proteasome 26S SDev A.thaliana 4
UPS SDev H.vulgare 5
Protéasome SDev
SNSC
SEN3 (détachement, A .thaliana 6
obscurité,
hormone)
«pabt SNSC (Meda) |  Adthaliana 7
SNSC
AL (privation en N) B.napus 8

UPS : génes du « ubiquitine 26S-proteasome pathway » ; SUs:wuité ; SNCS : sénescence ;
SDev : sénescence développementale ; MeJa : traitemensraorjate de méthyle. Références : 1 :
Gepsteinet al,, 2003 ; 2 : Gucet al, 2004 ; 3 : Lin et Wu, 2004 ; 4 : Kurepa et Smalle 2008 ; 5 :
Hollmanet al, 2014 ; 6 : Parlet al, 1998 ; 7 : Cheret al, 2011 ; 8 : Desclost al., 2009.

Figure B-41 : Protéomes d'une feuille sénescente de colza bialimenté (A) ou privé en
N (B).

Le spot 29 (entouré en rouge) augmente lors de la privation en azoteetmmrd a la sous-
unité catalytiquegl du protéasome 20S (d'aprés Desdbal., 2009).
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réticulum endoplasmique (Smalle and Vierstra, 20G&pendant, le champ d’action du
protéasome s’étend probablement a d’autres organEm effet, une ligase E3
chloroplastidiale a un réle dans I'évolution eblagénése des chloroplastes (Letgal,
2012).

Au sein du génome Arabidopsis un grand nombre de génes codent des sous-
unités du protéasome (Kurepa and Smalle, 2008)% eraiprenant en compte tous les
genes impligués dans I'ensemble du « Ubiquitine-R6&easome System » (UPS), plus
de 5 % (1400 genes) du genomdrdbidopsisest impliqué, supposant une grande
importance du protéasome (Schaller, 2004; Smaltke \4erstra, 2004). En effet, de
nombreuses cibles sont supposées élrabidopsis(Kim et al, 2013) et le protéasome
intervient dans la mitose, la glycolyse, la régalahormonale (dont les hormones de la
sénescence), le développement des feuilles etsflaimsi que la réponse a différents
stress biotiques et abiotiques (Smalle and Viergna4).

Implication de 'UPS dans la sénescence développetale et induite

Lors de la sénescence développementale, une augfioantde
I'expression de genes codant 'UPS est observée Atabidopsis(Guo et al,
2004), notamment quelques genes codant les sotésuret f (Tableau B-10)
(Kurepa and Smalle, 2008).

Chez Arabidopsis une induction de la transcription d’'un géne dé/po
ubiquitine (SEN3) a été observée lors de la sénescaléveloppementale
foliaire, mais également induite par détachemeuvdcorité, traitement hormonal
(éthylene, ABA et MeJa), mettant en avant I'imgica de I'ubiquitination dans
la protéolyse associée a la sénescence dans déisia@mvariées (Parkt al,
1998). De plus, cheArabidopsis une sénescence provoquée par I'obscurité
conduit a 'augmentation de I'expression de geresWPS (Lin and Wu, 2004)
et un traitement au MeJa provoque I'accumulatiorirdescrits des sous-unités
a2 (pabl) et Al (Chest al, 2011). Chez le colza, la sous-unité protéolytiflie
s’accumule au niveau protéique a la fin de la s#sra= foliaire induite par une
limitation/privation en nitrate (Figure B-41) (Désset al, 2009).

Les protéines carbonylées s’accumulent durant leessence et le
protéasome est capable de les dégrader, notammaesitdés feuilles détachées
d’Arabidopsissoumis a un stress oxydatif (Jagh al, 2008). De plus, des
mutants n’exprimant plusORE9Q impligué dans ['ubiquitination, ont une
sénescence retardée, gu’elle soit développemeantaleduite par des hormones
(Woo et al, 2001). Cependant, des mutants de tabac n’exptipias la sous-
unité a6 et un géne du complexe 19S montrent une sénespeécoce (Kinet
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Figure B-42 : Phénotypes des souches sauvages (WT) et des transformants
d’ Arabidopsisn’exprimant plus ORE9(-ORE9; A), la ligase E3SAUL1 (-SAUL1; B) et

du tabac n’exprimant plus la sous-unitéa6 du protéasome 20S-¢:6 ; C).

L’absence de protéine ORE9 (impliquée dans l'ubiquitination) retdadeénescence et
'absence de SAUL1 (ligase E3) ou de la sous-ua@énduit I'entrée en sénescence (d’apres
Wooet al, 2001 ; Kimet al,, 2003 et Raalket al., 2009).
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al., 2003). Il en est de méme chez des transformaArsidopsisn’exprimant
plus une ligase E3 impliguée dans l'adressage @é€ipes au protéasome
(SAUL1) (Raabet al, 2009). Ces résultats contradictoires, illustré$igure B-
42, montrent que le protéasome intervient dangdalation de la sénescence,
mais que son rble précis peut varier, potentielldnen fonction du type de
cellule (Kurepa and Smalle, 2008). De plus, la samig catalytiquefl du
protéasome présente une activité caspase-3-like{Niahimura and Hatsugai,
2011) et, étant donné que les activités caspasedis cellules végétales
semblent fortement impliquées dans la sénescefcgBdll.I.1.), la sous-unité
S1 du protéasome pourrait avoir un réle importamsda sénescence.

Chez le tabac, il a été montré qu’en réponse aatiaque de pathogéne,
la sous-unité protéolytiqgu&l est induite. L'utilisation de lignées surexprirhan
S1 a permis de montrer que I'induction de cette agig régulait négativement
I'activité d’'une NADPH oxydase responsable de ladoiction de ROS (Lequeu
et al, 2005). Une accumulation de ROS se produisantderka sénescence, le
protéasome pourrait avoir, entre autres, un rolasdie régulation de la
sénescencevia la régulation des ROS. Le protéasome interviehddanc
préférentiellement dans la régulation de linitatide la sénescenceid la
régulation des hormones, des ROS et de facteutsadscription) plutét que
dans la remobilisation des nutriments en elle-méhwida-Ospinaet al, 2014;
Gregersen, 2011).

[1l.VI. Les exopeptidases (ExoP)

En plus des différentes endoprotéases détailléedessus, il existe les
exopeptidases (ExoP) dont la mise en évidenceal®ia sénescence développementale
ou induite est récente. Ces derniéres sont clags€@ssous-catégories selon qu’elles
dégradent les peptides par [I'extrémité C-ter (ceypeptidase) ou N-ter
(aminopeptidase). Les ExoP ont un rdle entre adfnas la mobilisation des réserves de
la graine (Tan-Wilson and Wilson, 2012), la défesdransport vers la membrane et la
méiose (Matsuet al, 2006).

Une induction de génes codant des carboxypeptidestesbservée lors de la
sénescence foliaire développementale du blé (Gsegerand Holm, 2007) et
d’Arabidopsis(Buchanan-Wollastoret al, 2005). Une induction de génes codant des
aminopeptidases est également observée lors dadscence développementale du blé
(Gregersen, 2011). Par ailleurs, des mutantéradiidopsis n'exprimant plus
'aminopeptidase LAP2 montrent une plus grande ibéié aux stress et une
sénescence accéléerée (Waditee-Sirisaghaal, 2011). Les aminopeptidases sont
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Figure B-43 : Représentation schématique d’'un idéotype drabidopsisadapté a
un faible apport en N.

Cette représentation illustre qu’'une adaptation a un faible appaortratits azotés
nécessite : (i) une bonne absorption, (ii) une assimilation de I'azotelabsfficace et
(i) des processus efficaces de recyclage/remobilisation degpasds azotés des
vieilles feuilles vers les feuilles en croissance, puis vesgjraines (d'apres Charden
al., 2012).
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supposées participer a la dégradation complétprdésines du stroma, notamment lors
de la sénescence (Hoértensteiner and Feller, 2088)s roles dans la sénescence restent
a définir clairement mais leur faible mise en éumke lors des vastes études
transcriptomiques et protéomiques de la sénesaffeeuées a I'aveugle suggére que
les exopeptidases jouent un réle probablement nominséquent que les endoprotéases.

|V. Bilan des connaissances et problématiques deatgerche

La synthése bibliographique met en avant une expamaondiale de la culture de
colza au cours de ces 20 derniéeres années. Taytédsi besoins importants en intrants N
(160-250 kg.h3) et la faible efficience d'usage de I'azote (EU) colza (seul 50% de cet
engrais est utilisé pour le remplissage des grasms a I'origine de problémes économiques
et environnementaux. Cette faible EUA du colzaesstpartie liée a une chute de feuilles
riches en azote au stade végeétatif (jusqu’'a 3,5%adweatiere seche) due a une mauvaise
remobilisation de I'azote des feuilles agées avaut abscission (faible ERA). Cet azote
perdu au cours de la saison automno-hivernal reeréabsorbé au printemps qu’a hauteur de
30% (aprés minéralisation par les bactéries du (E#joux et al, 2000), il ne contribuera
donc que faiblement a la reprise de croissanceiatemps et au développement des graines.
De plus, si les apports d’engrais au printempsomné gas ajustés aux besoins de croissance ou
aux objectifs de rendement, les risques de sur@odnomique et de pollution par lessivage
et/ou émissions de GES sont accrus.

L’apport d’engrais azotés doit donc étre diminu@rppermettre de réduire les colts
eéconomiques et environnementaux de la culture tlac®es méthodes d’ajustement des
intrants azotés ont été développées ces derniaregées, permettant de raisonner la
fertilisation azotée (Réglette Azote, mesures fleatance, transmittance etc.). Cependant, la
culture de génotypes de colza a forte EUA capdblesabsorber efficacement I'azote, (ii) de
I'assimiler en grande partie et (iii) de le recyfiemobiliser efficacement de ses vieilles
feuilles vers les feuilles en croissance et/ou gsines, permettrait de réduire
considérablement les pertes d’'azote et, par coeséqgde limiter I'apport d’'intrants azotés
(Figure B-43) (Chardost al, 2012).

Il existe donc 3 leviers majeurs de I'amélioratida 'EUA, correspondant aux 3
composantes de celle-ci : I'absorption (EAbA), $iasilation (EAA) et la remobilisation
(ERA). La plupart des travaux s’appuyant sur I'exption de la variabilité génotypique du
colza sont réalisés dans des conditions expéritesra@ec des méthodes d’investigations qui
ne permettent pas d'estimer précisément le poisiseif des composantes de I'EUA. En
effet, la plupart des études reposent sur des @sngai ne prennent pas en compte le
compartiment racinaire ou qui estiment les comptesade I'EUA par de simples bilans entre
exportation du N du sol vers les tissus en cromsamobilisation apparente depuis les
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organes sources vers les tissus puits et pertds di@ les feuilles chutées. Ces travaux
conduisent a sur- ou sous-estimer I'importanceetiaimes composantes de 'EUA.

Récemment, l'absorption post-floraison a été mentdmme responsable des
variations de rendement. Cependant, méme avec hswption post-floraison efficace, la
disponibilité en azote du sol sera particulierenfaitile dans un contexte de réduction des
intrants azotés et dans des conditions environneesnpouvant conduire a des épisodes de
sécheresse en fin de cycle de développement. Udkoaation de 'EUtA est par conséquent
indispensable pour augmenter/maintenir le rendechegblza avec une disponibilité en azote
réduite.

e

Il existe 2 moyens principaux d'obtenir des vaséte forte EUtA adaptées aux
nouvelles contraintes azotées : I'obtention de telgénétiquement modifiées, qui a montré
de bons résultats, essentiellemeid la surexpression d’enzymes de l'assimilation du N
(Good and Beatty, 2011) et la sélection variétalgbtention de plantes transgéniques a forte
EAA est trés utile pour identifier les leviers d'é@mration de 'EUtA du colza, mais leur
culture a des fins commerciales est interdite pdoil francaise. Par conséquent, la sélection
variétale s'impose comme le meilleur moyen d’obtel@ futures variétés élites. Différentes
études mettent en avant une variabilité génotypitatarelle du colza en conditions de bas
intrants azotés. Cette variabilité génotypique tires une base pour identifier des
déterminants physiologiques et moléculaires assaxiane forte EUA, qui pourrait fournir
par la suite des candidats utiles aux généticiensliarateurs pour l'identification et la
création de variétés plus adaptées aux conditiermd intrants N.

Parmi les 2 composantes de 'EUtA (assimilationeetobilisation), une amélioration
de la remobilisation serait un excellent moyen éduire les pertes de N par la chute des
feuilles et d’avoir plus de N disponible pour lenf@dissage des graines en fin de cycle, sans
ajout supplémentaire d’'intrants azotés. Par cora#gliétude de 'ERA présente un intérét
majeur. Les feuilles apparaissent comme un organecs crucial tout au long du cycle et
'état de l'art démontre que, contrairement a ce ¢st observé au stade rosette, la
remobilisation est considérée comme efficace awdest reproducteurs. Ces résultats
suggerent la possibilité de mécanismes différenis @n jeu entre ces deux phases de
développement.

Au sein de la feuille, I'azote est majoritairemstickée sous forme de protéines, et les
connaissances actuelles montrent la complexitéaderdtéolyse associée a la sénescence
foliaire, avec limplication de plusieurs classeg grotéases, a la fois vacuolaires,
cytosoliques et chloroplastidiales. Chez le colaxportation des produits de protéolyse
(acides aminés principalement) semble non limitabta protéolyse serait le principal facteur
limitant la remobilisation. Cependant, peu de d&snént été collectées sur les classes de
protéases associées a une remobilisation efficexpmbtéines foliaires chez le colza.
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Le premier objectif de ces travaux de thése a étéeddéterminer précisément la
composante de 'EUA pouvant servir de levier a soameélioration au stade rosette mais
également aux stades reproducteursyia une étude des difféerences génotypiques
naturelles. Pour cela, 2 cultures ont été conduites en 2002040 dans le cadre du
programme ANR-GENOPLANTE GENERGY, l'une portant sl® génotypes au stade
rosette, et I'autre sur 2 génotypes cultives sucyale complet (jusqu'aux graines matures).
Les génotypes ont été choisis par le consortiumprdgramme GENERGY et les travaux ont
été réalisés au sein du « work package 2 » (WPRRY, ltin des objectifs était d’identifier les
déterminants physiologiques et moléculaires im@lagudans une forte EUA en explorant la
variabilit¢ génotypique naturelle. Lors de ces expéntations, un marquagéN de type
« pulse-chase » a été appliqué, permettant dendétr avec précision les flux liés a la
remobilisation des différents organes et a l'altirade I'azote absorbé et, ainsi, d'identifier
les composantes de I'EUA susceptibles d’étre delbvier d’amélioration de la croissance
et/ou du rendement.

Le deuxieme objectif a consisté a explorer la varalité génotypique naturelle de
la remobilisation du N foliaire afin d’en déduire les mécanismes potentiellement
impligués dans une forte ERA foliaire. Dans ce contexte, jai effectué une étude de la
remobilisation du N foliaire au niveau -cellulairdina d’identifier des déterminants
physiologiques et protéiques associés a la rensakidin du N. Pour cela, j'ai comparé les
mécanismes associés a la remobilisation du N (@isé, exportation des acides aminés) au
sein d’une feuille mature entrant en sénescenctaale rosette et apres la montaison.

L’ensemble de ces travaux conduits au sein de gsetbnt permis la rédaction de 3
articles :

Questions_de recherche Existe-t-il une variabilité génotypique de I'EUA e
'ERA au stade rosette chez le colza d’hiver ? @i guelle est la composante de 'EUA
limitante ?

Objectifs : Cette expérimentation avait pour but de mettre \edeéce I'existence
d’une variabilité de 'EUA et de 'ERA chez le cald’hiver au stade rosette et d’estimer le
poids de 'ERA, EAbA et EAA dans les variations|d#gJA en réponse a un faible apport de
nitrate.

Démarches : Pour remplir cet objectif, 'TEUA de 10 génotypesltimés au stade
rosette a été déterminée en réponse a une alinoenkiatitée ou non en azote. L'EUA a été
estimée précisément, non pas en fonction de ladseentotale comme traditionnellement,
mais comme la production de biomasse de jeunelefe@in fonction de la quantité d’azote
absorbé. En paralléle, le marqudge de type « pulse-chase » a permis de déterminer un
ERA a I'échelle de la feuille. A la suite de ceadts, les 10 génotypes ont été classés en
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fonction de leur EUA et ERA foliaires et 4 profiisésentant des réponses contrastées a une
limitation en N ont pu étre identifiés. J'ai donwotsi 4 génotypes représentant ces 4 profils
pour étudier l'importance de I'absorption, I'asdemion et la remobilisation dans les
variations de I'EUA observées. L'ERA foliaire esusai brievement étudiéeia la
quantification des protéines solubles et des acaeisés (en point final), afin de confirmer
I'importance de la protéolyse pour la remobilisateu N.

Référence de l'article : Girondé A., Poret M., Eti@ne P., Trouverie J., Bouchereau A.,
Le Cahérec F., Leport L., Orsel M., Niogret M.-F.Deleu C., Avice J.-C. (2015Frofiling
approach of natural variability of foliar N remdbdtion at the rosette stage gives clues to

understand the limiting processes involved in the N use efficiency of winter oilseed rape
(Brassica napus..). Journal of Experimental Botany ( JEXBOT/2014/1376&®LIS presse)

Questions de recherche Quelles sont les classes de protéases impliquéess e
remobilisation de l'azote efficace au stade rosetiees principales protéines dégradées
peuvent-elles étre représentatives de 'ERA fadi&ir

Objectifs : Identifier des classes de protéases et des pestéibles impliquées dans
une ERA efficace.

Démarche :Les mécanismes de remobilisation de 4 génotypesptant des profils
de réponses contrastées a la limitation en azateetifies dans le cadre de I'article 1 ont été
étudiés. J'ai approfondi I'étude de la remobilisatdu N foliaire initiée dans l'article 1 par
une étude cinétiqgue des quantités d'azote, de ipestésolubles, d’'acides aminés et de
protéines cibles majeures de la protéolyse (soitésurde la Rubisco, protéines du
photosysteme |l D1 et Lhcb3). J'ai ensuite étudiéptotéolyse a un point de cinétique
pertinent grace a (i) une nouvelle méthode de dfication des activités protéolytiques
(développée durant ma these en collaboration avesin® PORET) avec ou sans inhibiteurs
des 5 grandes classes de protéases, (i) une figetiin de l'activité protéolytique sur
zymogrammes et séquencage des protéases impliqetédsi) la quantification des
métalloprotéases FtsH, supposées impliquées daemtzbilisation du N.

Référence de l'article : Girondé A., Poret M., Etimne P., Trouverie J., Bouchereau A.,
Le Cahérec F., Leport L., Niogret M.-F.,Avice J.-C. A comparative study of proteolytic
mechanisms during leaf senescence of four genotgpesinter oilseed rape highlighted
relevant physiological and molecular traits for NRiprovementSoumission prévue a Plant
Science en février 2015.
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Questions de recherche La remobilisation du N est-elle un facteur clé '&@JIA aux
stades reproducteurs ? Quels sont les organesuesnmportants dans la gestion du N post-
floraison ? Quels sont les mécanismes cellulamgdigqués dans la remobilisation foliaire,
considérée comme efficace a ces stades de dévaiepp@

Obijectifs : Déterminer si la remobilisation est un facteur d& 'EUA apres la
montaison et quels sont les organes impliqués daesremobilisation du N efficace. En
parallele, déterminer les mécanismes cellulairegliqmés dans 'ERA foliaire considérée
comme élevée a ces stades de développement.

Démarches :De la méme maniére qu'au stade rosette, un maedtidaq été effectué
afin de permettre de déterminer avec précisionclasposantes de I'EUA, notamment
l'importance de I'absorption et de la remobilisatipour le rendement en conditions d’azote
limitant ou non, et de préciser le poids des dififés organes dans la remobilisation du N de
la montaison au stade graines matures. De plus,dafimettre en évidence des mécanismes
cellulaires associés a la remobilisation du N fadiafficace, des mesures cinétiques ont été
effectuées sur une feuille entrant en sénescernpelarmontaison et la formation des siliques
. la quantification des protéines solubles et da@des aminés, I'implication des différentes
classes de protéases dans la protéolyse cellutardutilisation de la Rubisco comme
substrat, la quantification du niveau de protéieed’activité de 2 enzymes majeures du
métabolisme azoté (glutamine synthétase et glummeshydrogénase ; collaboration avec
I’équipe de Céline Masclaux-Daubresse, 1JPB, INRA).

Référence de I'article : Girondé A., Etienne P., Touverie J., Bouchereau A., Le Cahérec
F., Leport L., Orsel M., Niogret M.-F., Nesi N., Caole D., Soulay F., Masclaux-
Daubresse C. and Avice J.-C. (2015)he contrasting N management of two oilseed rape
genotypes reveals the mechanism of proteolysiseded with leaf N remobilization and the
respective contributions of leaves and stems taolkage and remobilization during the seed
filling. BMC Plant Biology (acceptée en janvier 2015 ; ID614664601536833
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Figure C-1 : Photographies de plantes de la culture « Rosette » réalisén serre.
Les photographies ont été prises le 31 mars (repiquage ; A), le 23 staudle plantule ; B) et le 25
juin 2008 (apres transfert en pot ; C et D).

Tableau C-1 : Composition de la solution Hoaglan#-.

Macroéléments Concentration Microéléments Concentration
(mM) (CLD)
Ca (NQy),, 4H,0 1,25* ou 0** H,BO, 14
KNO, 1,25* ou 0,375** MnSQ 5
KH,PG, 0,25 ZnSQ 3
MgSQ, 0,5 (NH,)gMo,0,, 0,7
EDTA, 2NaFe,3HO 0,2 CusQ 0,7
*Pour la solution a 3,75 mM de nitrate (HN) CoCl, 0,1

**Pour la solution & 0,375 mM de nitrate (LN)
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Passage en pot

(perlite/vermiculite; 2v / 1v)
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Figure C-2 : Dispositif expérimental mis en place pour la culture «Rosette ».
Dix génotypes ont été cultivés au stade rosette en conditions agegréApres la germination, les
plantes sont transférées en pot. Durant la pré-culture, laiGoluutritive a été enrichie avec

I'isotope >N (K-1°NO,) (période de « pulse » du marquage). Aprés 6 semaines, les plantes son

séparées en 2 lots : bien alimentées en nitrate (HN ; 3,75 mM dga)ibu limitées en nitrate (LN ;
0,375 mM de nitrate). A partir de cette date (D0), I'azote 15 de la swiututritive est remplacé par

de l'azote 14 (période de « chasse »). Les racines, feuilles @mbgétioles) et les collets sont

récoltés 14 (D14) et 21 jours (D21) aprés le début des traitements azotés.
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CHAPITRE C: MATERIELS & METHODES

|. Conditions de cultures et dispositifs expérimeraux

[I. Culture de 10 génotypes de colza au stade rdge en conditions contrélées
(articles 1 et 2: culture « Rosette »

Afin de caractériser des génotypes de colza d’hprésentant des différences
d’efficiences d’'usage et de remobilisation de It@zau stade rosette, 10 génotypes de
colzas non vernalisés (Aviso, Oase, ES-Astrid, f@alium, Lioness, Express,
Samourai, Ténor, Darmor and Montégo) ont été asdtien serre en 2008 (Figure C-1)
et soumis a 2 niveaux d’alimentation nitrique (fort(HN) : 3,75 mM de nitrate ou
faible N (LN) : 0,375 mM de nitrate).

Les graines ont été stérilisées avec de I'étha@d¥8(v/v; 30 secondes) puis de
I’'hypochlorite de sodium a 20 % (v/v; 20 minute&pres 10 ringages a I'eau ultrapure,
les graines ont été mises a germer en alvéole esumioulite. Apres germination et
développement des jeunes plantules (15 joursksellont été transférées en pots de
2,5 L (1 plante par pot) contenant un mélange teérérmiculite (2v/1v). Les plantes
ont été arrosées 2 fois par semaine avec 90 mbldgan Hoagland ¥ (Tableau C-1).
La thermopériode était de 20°C/16h (jour) et 15hC(Buit), sous lumiéere naturelle
supplée par des lampes a vapeur de sodium hawsiggre(MASTER GreenPower
T400W, Philips) dispensant un rayonnement photb&fijuement actif (PAR,

« Photosynthetically Active Radiation ») de 400 i@ photons:3m? au niveau de

la canopée. Pendant cette « pré-culture », la g&rae pulse du marquage « pulse-
chase » a été appliquée. Pour cela, la solutiontimata été enrichie a I'azote 15 (K-
15N Os) avec un exces isotopique de 2,5 %. Cette pédedearquage a duré 6 semaines
(jusqu’a I'apparition de 15 a 16 feuilles vraiegypettant ainsi un marquage homogene
de I'ensemble de la plante (Salenal, 2014).

A la suite de cette période de « pulse », les potsété rincés abondamment a
'eau osmosée pour lessiver le nitrate marqué,uenittate non marqué a alors éte
apporté dans la solution Hoagland ¥4 (début de teghe® de « chasse »). A partir de
cette date (Day 0 : D0), les plantes ont recuesiB@e solution nutritive par jour et ont
éte séparées en 2 lots : un lot bien alimenté éHNN: 3,75 mM de nitrate) et un lot
limité en N (LN : 0,375 mM de nitrate) avec 3 raf@hs biologiques pour chaque
traitement et chaque date de récolte. Les plamteainsi été cultivées pendant 21 jours
(Figure C-2) au cours desquels les feuilles onnhétéérotées par ordre d’apparition, le
rang n°1 étant la feuille la plus vieille. Apres (@114) et 21 jours (D21) de traitement,
les racines, le collet ainsi que les limbes etgbesi de chaque rang foliaire ont été
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Figure C-3 : Photographies des plantes des génotypes Aviso et Oase decllture
« Graines » réalisée en serre.
Les photographies ont été prises au stade C1 d’Aviso (A) et Oase (B).
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Figure C-4 : Dispositif expérimental de la culture « Graines ».

Pour cette culture, 2 génotypes ont été cultivés jusqu’au stadeiregrmatures » en conditions
contrélées. Aprés la germination, les plantes sont transférépstguuis vernalisées. Du semis a la
fin de la période d’'acclimatation, la solution nutritive a été enéavec du>N (K-1NO,) (période
de « pulse » du marquage). Ensuite, les plantes sont séparées en Adatss pien alimentées en
nitrate (HN ; 3,75 mM de nitrate) ou limitées en nitrate (LN ; 0,375 mMhdeate). A partir de cette
date (DO), I'azote 15 de la solution nutritive est remplacé par de I'akbtgpériode de « chasse »).
Les racines, feuilles, tiges sont récoltés tous les 7 jours pendanu8 puis aprés 42 jours (D42),
70 jours (D70) et enfin au stade graines matures (D99). A partir de B&4iliques contenant les
graines, ou les graines et les péricarpes lorsque les siliques éuistentes, sont récoltés avec les
autres organes.



Chapitre C : Matériels & Méthodes

récoltés séparément, pesés et immédiatement cendalés de I'azote liquide. Une
partie de la matiere fraiche congelée a été lymgghiafin d’obtenir la matiere séche.

[Il. Culture de 2 qgénotypes aux stades reproductas en conditions

contrélées article 3) : Culture « Graines »

Pour (i) déterminer le réle des feuilles et deifge tdans le rendement et le
remplissage en N des graines et (ii) identifier laécanismes physiologiques et
moléculaires associés a la remobilisation de lezéliaire durant les stades
reproducteurs, 2 génotypes ont été choisis parsille génotypes de la culture
« Rosette » (cf. 8C.I.I.) pour leur réponse ardthtion en N différente (Aviso et Oase),
et cultivés en serre jusqu’au stade « graines msiterau cours de I'année 2010 (Figure
C-3).

La stérilisation et la germination des graines été réalisées de la méme
maniere que pour la culture « Rosette » (cf. 8¢.Wpres germination, les plantes ont
été arrosées 2 fois par semaine avec 90 mL deimolbtoagland % (Tableau C-1)
durant 2 mois (20°C/16h (jour) et 15°C/8h (nuigyant d'étre transférées en chambre
froide pour une période de vernalisation de 8 seexai(10°C/10h (jour); 4°C/14h
(nuit)) avec un PAR de 400 pmol de photonsts” fourni par des lampes & vapeur de
sodium haute pression (MASTER GreenPower T400W,lig8hi Pendant la
vernalisation (8 semaines), chaque plante a regml9@e solution nutritive Hoagland
Y, 2 fois par semaine. Aprées vernalisation, lestpliont été transférées en serre dans
des pots de 2,5 L (1 plante par pot) contenant @lamge de perlite/vermiculite (2v/1v).
Les pots ont été disposés de maniere a simulerdansité proche des conditions de
plein champ (36 plantes:fh Pour cette culture, une thermopériode de 20%C(jdur)
et 15°C/8h (nuit) a été appliquée.

A partir du semis jusqu’au début de la montaisdadEs C1), y compris durant la
vernalisation, la solution nutritive Hoagland Y4té énrichie avec de I'azote 15N-
Nitrate) avec un exces isotopique de 2 % (Figud).CA la suite de cette période de
« pulse », les pots ont été rincés abondammermtaa bsmosée pour lessiver le nitrate
marqué. A partir du stade C1 (correspondant auOd@)0)), la période de « chase » a
commencé (remplacement du nitrate marquésupar du nitrate non marqué) et les
plantes ont été séparées en 2 lots : un lot biereaté en N (HN ; 3,75 mM de nitrate)
et un lot limité en N (LN ; 0,375 mM de nitrate)olr cette culture, 4 répétitions
biologiques ont été cultivés pour chaque traitene¢ichaque date de récolte. La culture
des plantes a ensuite été conduite jusqu’au staileeg matures (D99). Chaque jour, la
solution nutritive a été fournie automatiquement plantes avec un volume adapté a la
croissance de celles-ci : 90, 120, 150 et 180 nilpfsnte, respectivement appliqués a
la montaison (stade C), a I'apparition des bourgdtoraux (stade D/E), a la floraison
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(stade F) et durant la maturation des graines€dB)d Les récoltes ont été effectuées a
DO (stade C1: début de la montaison), D7 (stade @@ntaison), D14 (stade D1 :
bourgeons floraux accolés), D21 (stade E : prenpétales visibles), D28 (stade F:
floraison), D42 (stade G1 : chute des premierslggtaD70 (stade G4 : remplissage des
graines) et D99 (stade graines matures). Au caeiced récoltes, les racines (incluant le
pivot et les racines secondaires), les feuillda ége (avec ramifications), ainsi que les
siligues contenant les graines ou les grainessepéicarpes séparément lorsque les
siliques étaient déhiscentes, ont été récoltées&émmt. Les feuilles ont été classées et
poolées en 3 groupes (feuilles mortes, feuillesuneafsénescentes et jeunes feuilles)
selon leur position nodale, leur surface foliaidétérminée par le LI-COR 300 area
meter ; LI-COR, Lincoln, NE, USA) et leur niveauadtumulation en chlorophylles
(déterminée par le SPAD ; Soil Plant Analysis Depetent ; Minolta, SPAD-502
model). Les différents organes ont été pesés &5 framédiatement congelés, et une
partie a été lyophilisée afin d’obtenir la matieseche. Le poids de mille graines
(« thousand seed weight » ; TSW) et le nombre daes ont été déduits du poids de
100 graines et de la masse totale des graines 4inés 30°C.

LIII. Sélection de feuilles sénescentes pour I'éde de la remobilisation du N
foliaire

Cultures « Rosette » et « Graines »

Afin d’'identifier les déterminants physiologiquédspeotéomiques associés a une
remobilisation du N efficace, une feuille maturérant en sénescence a été choisie, a la
fois chez les 10 génotypes de la cultuiRosette», permettant ainsi de comparer les
mécanismes de remobilisation foliaire entre géregyplus ou moins efficients, mais
également sur les 2 génotypes de la cultuBraines », permettant ainsi d’étudier la
remobilisation foliaire post-montaison. Une commoa des résultats obtenus au stade

s7 s

rosette et au stade reproducteur a égalementadigee (cf. Chapitre E).

La sénescence développementale est déclenchéeegemps apres la maturité
de la feuille (Craft-Brandnegt al, 1998). Par conséquent, pour obtenir une feuilie g
entre en sénescence au cours de la culture, uilie fegant atteint sa maturité a D.
présentant une surface foliaire (déterminée patdeimétre LI-COR 300) et un niveau
en chlorophylles maximum (déterminée par la pineAS), a été sélectionné pour les 2
cultures. Cette feuille est appelée la « feuillarse », et pour la culture Rosette»
dont les feuilles ont été numérotées par ordrepdigpon, la feuille source correspond
au rang foliaire n°11 pour les génotypes ES-Ast@dlifornium et Darmor, et n°12
pour les 7 autres génotypes.

Pour les 2 cultures, cette feuille a été directdmengelée dans I'azote liquide :
une moitié a été conservée a -80°C pour les armlgsetéomiques ou de biologie
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Figure C-5: Schéma de I'analyseur élémentaire et du spectrometreedmasse de ratio isotopique.

GC : « Gas chromatography » (chromatographie en phase gazeuse )
(spectrométre de masse de ratio isotopique) ; TCD :

thermique).

; IRME®topel ratio mass spectrometry »
« Thermal Condydietector » (détecteur a conductibilité



Chapitre C : Matériels & Méthodes

moléculaire, alors que l'autre moitié a été lyojsiée pour déterminer la matiere séche
et effectuer les analyses élémentaires et biochiesigomplémentaires.

|l. Détermination de la compaosition de la graine (glture « Graines »)

La composition de la graine en protéines et enehuinsi que la proportion des
principaux acides gras dans I'huile ont été déte@as pour les génotypes Aviso et Oase de la
culture «Graines », afin de déterminer I'impact de la carence epdst-montaison sur ces
parametres.

Les mesures ont été effectuées par spectroscomeher infrarouge (NIRS,
NIRSystem model 6500, FOSS NIRSystem Inc., Silvenirtg, MD, USA) (Velasceet al,
1999). Cette technique repose sur I'absorptionrdgsns proches infrarouges par la matiere
organique. Pour chaque mesure, 3 g de grainesatpielrépétition ont été placés dans une
coupelle standardisée et scannés 3 fois par léeragsNIRS. La teneur en huile et protéines,
ainsi que la composition en acides gras ont étérmétées grace a une calibration externe
(CRAW’, Gembloux, Belgique).

lll. Analyses élémentaires et biochimigues

Pour les 2 cultures, des mesures de la quantit&l detal et de'®N ont permis
I'estimation des flux de N issus de la remobilisatiet de I'absorption au niveau plante
entiere. De plus, le dosage des protéines solabléss acides aminés a été fait dans la feuille
source pour étudier plus en détail les facteurgdimh la remobilisation du N foliaire.

[Il.I. Détermination des guantités de N total, de™N et calcul des flux plante entiere
(cultures « Rosette » et « Graines »)

111.1.1. Analyses N total et *>N

Les analyses de N total &N des 2 cultures ont été faites & l'aide d’un
analyseur élémentaire C/N/S (EA3000, Eurovector|aMi Italie) couplé a un
spectrométre de masse de mesure du ratio isotop{taeope-Ratio Mass
spectrometer, IRMS) de marque Isoprime (GV Instmim®anchester, Royaume-
Uni) (Figure C-5).

Les échantillons lyophilisés et finement broyés été pesés précisément

bY

dans des nacelles en aluminium de fagon a obtemirom 50 pg d'azote.

7 .
Centre wallon de recherches agonomiques
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L’échantillon ainsi conditionné a été injecté ddascolonne de combustion en
présence d’un flux constant d’hélium pour évitee wontamination par l'air. Les
échantillons ont subi une combustion totale afippdsser sous forme gazeuse,; N
CO,, HO et oxydes d’azote. Un passage sur une colonneuidee métallique a
permis la réduction de ces gaz endliCQ. Apres piégeage de l'eau, le Bt le CQ

ont été sépareés sur une colonne de chromatograptpbase gazeuse (45°C), avant
une injection dans le spectrometre de masse isptepi

Les gaz N et CQ ont été ionisés puis accélérés dans une chardutiglie,
avant d'étre déviés dans un champ électromagnétidargle de déviation dépend
de la masse (m) et de la charge (z). Lionisati@s gaz polarisant toutes les
molécules de Nde la méme maniere, seule leur masse changed'agtiéviation.
Ainsi, la déviation du B de masse 28“IN'“N) est plus grande que celle du de
masse 29%{N™N), elle-méme plus grande que celle duds masse 3GN*N). Les
ions ont été collectés sur 3 détecteurs et la sodereons a donné la quantité totale
de N.

L’'analyse IRMS fournit le pourcentage d’'azote (% déns la matiére séche
qui est utilisé pour calculer la quantité de N (@4dhs un tissu donné :

ON = % N x MS /100

avec: MS = matiére seche de I'’échantillon

L’abondance isotopique (A %) a eégalement été déteéenpar I'IRMS selon
ce calcul :

A% =100 x >N/ (*°N +*N)]

avec: °N = quantité d'isotope de masse 15
1N = quantité d'isotope de masse 14

L’abondance isotopique a été utilisée pour estimeuantité (en pg) deN
en exces (ON enexce) :

QlSN en exces= [(A %— A % standard naturp/ 100] X QN

avec: A % siandard nawree @bondance naturelle §iN dans I'air (0,37307 %)

Culture « Rosette »

La quantité de N de la feuille source des 10 gguextya été quantifiee a DO et
a D21 pour estimer l'efficience de remobilisatianid foliaire (NREeas) :

NRE jeaf = (QNO — QNtO+4t) X100 / QNO
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avec: QNtO = quantité de N dans la feuille source a la tiate
QNtO+4t = quantité de N dans la feuille source a la tatelt

De plus, pour les 4 génotypes présentant des répodsférentes a la
limitation en N (Oase, Samourai, Californium et %o)j la quantité de N total &N
a été déterminée dans tous les organes (toutdeudes, incluant les limbes et
pétioles, les racines et le collet) a DO et D21lisrégalement dans la feuille source a
la date de récolte intermédiaire (D14).

Culture « Graines »

La quantité de N total et d&\ a été estimée dans tous les organes aux dates
clés DO, D42, D70 et D99 pour I'étude des flux detNlans la feuille mature a DO,
D7, D14, D21 et D28 pour I'étude de la remobilisatdu N foliaire en cinétique.

[11.1.2. Calculs de flux de N au niveau plante entre

Pour la culture ®Kosette», les flux de N au niveau plante entiere ont été
déterminés uniqguement pour 4 génotypes préserdgamt réponses différentes a la
limitation en nitrate : Aviso, Oase, Samourai etlif@aium. Pour simplifier
linterprétation des résultats, les feuilles oré élassées et groupées en fonction de
leur statut source (perte d&N) ou puits (gain dé°N) pour le N entre les 2 dates
étudiées. Pour la cultureGraines », les flux d’azote au niveau plante entiere oat €
réalisés sur les 2 génotypes. La méthode de adésuflux de N issus de I'absorption
et de la remobilisation a été décrite en détailssdan article publié récemment
(Salonet al, 2014) et les calculs, détaillés ci-dessous, thté@alisés en s’appuyant
sur une macro Excel (PEF : « Plant Elemental Fluyes

Les calculs de flux de N ont requis la normalisatite la quantité d&N en
exces pour chague organe:

QlSN = (QlSNt organeX MQ15N planteutes dates incluskd QlSNt plante entiere

avec: Q"N = quantité dé°N en excés normalisée
Q" Nt organe= quantité dé°N en exces de l'organe a la date
MQ™N plante outes dgates incluses Moyenne de la quantité deN en exces,
toutes dates et organes confondus
Q" Nt plante entiere quantité dé°N en excés dans la plante a la date

Un organe source présente une diminution de latijéate >N entre les 2
dates observées, et la quantité de N remobiliséR(@N.e €n mg) a été calculée
ainsi :

ONR source = [ON totart X (QNt — QNit+41t) ]/ Q™Nt
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15 mg d’échantillon lyophilisé et broy

400 pL de méthanol
+ 100 pL d'acide DL-3-aminobutyric (BAB
+ 40 pL de ribitol (standard interne)

Homogénéisation 15 min, 1500 rpm
200 pL de chloroformIE>

Vortex 5 min

400 pL d’eau uItra-purLI>

Vortex + centrifugation 13 00§, 5 min

Surnageant

Evaporation + resuspension
= extrait d’acides aminés totaux

Figure C-6 : Protocole d’extraction des acides aminés selon la méde développée par
I'Institut de Génétique, Environnement et Protection des Planes (IGEPP) de Rennes.
Ce protocole a été appliqué sur les feuilles sources des 10 génotypes de la cultastte R
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avec: QN it = quantité de N total dans I'organe source a ladat
Q™Nt = quantité dé°N en excés normalisée dans I'organe source adg dat

Q™Nt+4t = quantité dé°N en excés normalisée dans I'organe source & la
datet+4t

Un organe puits présente un gain 0N entre les 2 dates étudiées et la

quantité de N remobilisé recu (QNRw en mg) a été calculée selon I'équation
suivante :

QNR puits — (QlSNH'At - Q15Nt) / [(Z QlSN sourcet) - (Z QlSN sourcet+At) / QN total remobilisé]

avec: T Q"N sourcet = Somme de la quantité d& en excés normalisée issu des
organes sources a la date
T Q"N sourcet+4t = somme de la quantité d& en excés normalisée issu
des organes sources a la datet
QN total remobiiss= quantité de N total remobilisé

Les calculs de la quantité de N remobilisé permettie déduire la quantité
de N absorbe et alloué (en mg) aux organes so(@¢ssourcgd €t puits (QNyirs) :

QNI source= (QNt"'At - QN) + QNRsource
QNI puits = (QNt+ A4t — QN) — QNRpuits

avec: QNt = quantité de N dans I'organe source ou puitscatat
QNt+4t = quantité de N dans I'organe source ou puitscatat+ At
QNR source= quantité de N remobilisé depuis I'organe soutaeié
QNR puits= quantité de N remobilisé vers I'organe puits &ud

lILII. Détermination de la quantité d’acides aminés libres (cultures « Rosette » et
« Graines »)

Afin de confirmer que I'exportation des acides a@sim’est pas un facteur
limitant de la remobilisation du N foliaire, la quaé d’acides aminés libres de la
feuille source a été déterminée pour les 2 cultures

Pour la culture Kkosette», la quantité d’acides aminés a été déterminés ta
feuille source a DO et D21 chez les 10 génotypes. &alyses ont été effectuées par
'équipe du Pr. Alain Bouchereau de [I'Institut deér@tique, Environnement et
Protection des Plantes (IGE®RIe Rennes dans le cadre du programme GENERGY
(Figure C-6). Quinze milligrammes d’échantillonsidoes préalablement lyophilisés et

® Institut de génétique, environnement et protection des plantes, Rennes
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25 mg d’échantillon lyophilisé et broy |

1 mL de phosphate de sodium 100 mM pl—IE>
Homogénéisation

1 mL éthanol 80 %I>

Bain marie 80C, 30 min sous agitation
Centrifugation 12 00@, 20 min, 4C :>Surnageant

1 mL éthanol 50 qz> Pool des surnagean

Bain marie 80C, 30 min sous agitatio
Centrifugation 12 00@, 20 min, 4C :>Surnageant

Evaporation + resuspension
= extrait d’acides aminés

Figure C-7 : Protocole d'extraction des acides aminés selon la m#ide développée au laboratoire

d’Ecophysiologie Végétale, Agronomie et Nutrition N, C & S (EVA) de Caen.
Ce protocole a été appliqué sur les feuilles sources des 4 génotypascdéure « Rosette » présentant une

réponse contrastée a la limitation en N et sur les 2 génotypes de la cuGuaines ».
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broyés ont été dissous dans 400 puL de méthanokmanmt 200 uM d’acide DL-3-
aminobutyric (BABA) et 40 uM de ribitol comme stamd interne. L’homogénat a été
agité a 1500 rotations par minute pendant 15 msnyteis 200 puL de chloroforme ont
été ajoutés, avant une nouvelle agitation de 5 r@muApres I'ajout de 400 pL d’eau
ultrapure, les échantillons ont été homogénéisésmtifugés 5 minutes a 13 0§0Le
surnageant a éte récupéré et séché. Le résidbsmmaa ensuite été re-suspendu dans
de I'eau ultrapure et 10 pL de cet extrait ontudtiksés pour la dérivation des acides
aminés selon le protocole du kit AccQTag Ultra Ratization (Waters Corporation,
Milford, MA). Les acides aminés ont ensuite été |lgs&s via un systéme Acquity

« ultra performance liquid chromatography » (UPL®@/aters Corporation, Milford,
MA) en injectant 1 pL du mélange dérivé dans ureroee Acquity UPLE chauffée a
55°C. Les acides aminés ont été élués a 0,7 mLl.mec un mix d’AccQTag Ultra
Eluent dilué 10 fois et d’acétonitrile selon undjemt d’élution spécifique. Les acides
aminés dérivés ont été détectés a 260viarun détecteur a photodiode et la quantité
d’acides aminés a été déterminée en pmoles pamggae matiere seche. A lissue de
cette quantification, la remobilisation des acidasnés entre DO et D21 a été estimée
ainsi :

Remoh,, (%) = 100 — (QaD21 x 100 / Q,,D0)

avecQ 2. DO et Q.,D21 = quantité d’acides aminés (pumoles.fetfjila DO et D21,
respectivement.

Pour les 4 génotypes contrastés de la cultiResette» et les 2 génotypes de la
culture «Graines», la quantité d’acides aminés totaux de la feudburce a été
déterminée en cinétique, selon un autre protoceddise au sein du laboratoire EVA
(Figure C-7). Pour I'extraction des acides amirfesiL de phosphate de sodium 100
mM (pH 7,5) a été ajouté a 25 mg de limbe lyopéilgéalablement broyé. Aprés 2
incubations successives de 30 minutes a 80°C aapectivement 1 mL d’éthanol 80
% puis 1 mL d’éthanol 50 %, 'homogénat obtenuéaantrifugé 20 minutes a 12 000
g (4°C). Les surnageants contenant les acides amoimgsté poolés, évaporés et re-
suspendus dans 500 pL d’eau ultrapure. Pour qieaniifs acides aminés, 1 mL de
réactif a la ninhydrine (ninhydrine 112 mM, chlaut’étain 3,85 mM dans du tampon
citrate 100mM pH5 et du diméthyl sulfoxide (DMSO»@ % (v/v)) a été ajouté a 100
puL d’extrait dilué. Aprés une incubation de 20 mesudans I'eau bouillante, la réaction
a été arrétée par 10 minutes sur glace avant t'ajisu5 mL d’éthanol 50 %.
L’absorbance a ensuite été lue a 570 nm, et laetwration d’'acides aminés a été
estimée en micromoles d’équivalent L-Leucine adkad’une gamme d’étalonnage de
L-leucine (de 0 a 2 mM) obtenue dans les mémesittonsi que les échantillons.
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HILIL uantification des autres composés azotés (cultures « Graines » et

« Rosette »)

Lors de I'étude de la remobilisation du N de lailfeusource au stade végétatif
(culture «Rosette») et reproducteur (culture Graines»), certains génotypes
présentaient une dégradation des protéines solé@bdege non associée a une forte
remobilisation de I'azote total, sans accumulatiatides aminés (cf. Chapitre D). Par
conséquent une fraction « autres composés azdt@hl », a été estimée. Pour cela,
la quantité de N incorporée dans les protéinesbi#su(QNpy) a été estimée en se
basant sur une proportion de N de 16 % dans le®ipes. Pour la quantité d’azote
incorporé dans les acides aminés (@N\ la proportion de N a été estimem une
masse moléculaire moyenne de 100 g.thade un ratio de 7,86, données issues de
précédentes expérimentations sur des feuilles Ida de plusieurs génotypes effectuées
au sein de notre laboratoire. Les calculs ontedé&livants :

ONaa=(110x Q9 / 7,86

ON autre = QN feville — (QN pst QN aa)

avec: Q ps = quantité de protéines solubles dans la feuitte.imbe’) (cf.
8C.V.l)
Q a2 = quantité d'acides aminés dans la feuille (umiiebe®) (cf.
§C.IIL11)

QN seuile = quantité d'azote total de la feuille (mg.linhe

V. Détermination des composantes de [l'efficience 'usage de l'azote
(cultures « Rosette » et « Graines »)

Culture « Rosette »

Pour la culture Kkosette», I'efficience d’usage de I'azote (EUA) a étéimste
comme la production de biomasse en g @k, i.e. la quantité de biomasse produite
par les feuilles de rang supérieur a la feuilleurafjeunes feuilles en croissance), par
mg de N fourni dans la solution nutritive (QNn) :

EUA=LB prod/QN sol N

A partir des flux de N décrits au paragraphe G.2)]. I'efficience de
remobilisation de I'azote (ERA) au niveau plantdigae a précisément été évaluée
comme la quantité de N remobilisé (mg) par rappdet quantité de N disponible dans
les organes sources (mQ) :

ERA (%) :ZQN remobilisationX 100/ @QN sourcet + Z:QN absorptior)
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avec: QN (emobiisation= Somme des quantités de N remobilisé entre la date
t+4t
2QN sourcet = SOMme des quantités de N dans les organes s@ulzekte t
ZON apsorption= quantité de N absorbé et alloué aux organes ssuatre la
date t et+4t

Les flux de N ont également permis de détermireffitience d’utilisation de
I'azote (EUtA), qui a été définie comme la prodantide biomasse en g (LRq par
mg de N distribué aux feuilles en croissance :

EUA = LB prod/ QN jeunes feuilles

avec: ON jeunes feuiles= quantité de N issu de la remobilisation et ded@ption
distribué aux feuilles en croissance

Culture « Graines »

Pour la culture &Graines », 'lEUA a été estimée au stade graines matvieee
rapport suivant (Masclaux-Daubresse and Charddtil )20

EUA = (QN graines/ QN plante entiér)z/ (DM graines/ DM plante entiér)e

avec: QN graines= quantité de N dans les graines
QN piante entiere= quantité de N dans la plante entiére (incluasiréeines et
les graines)
DM graines= Matiére seche des graines
DM piante entiere= Matiere seche de la plante entiére (incluantdesies et les
graines)

L’EUtA a été déterminée au stade graines maturesnd la production de
graines en g (DMaineg par mg de N dans les parties aériennes (N ) selon le
calcul suivant :

EUtA = DM graines/ QN parties A

Comme pour la culture « Rosette », I'estimation fiex d’azote au niveau
plante entiere a permis de définir de nouveauxcexlide la remobilisation et de
I'absorption. Pour la culture « Graines », 'TERAé® estimée de la méme maniére
gu’au stade rosette, et I'efficience d’absorptienl’dzote (EAbA) comme la proportion
de N issu de I'absorption par rapport au N totatridbhué aux graines :

EADbA (%) = QNGabsorptior%c 100/ QNGdistribué

avec: QNG apsorption= quantité de N issu de I'absorption et alloué graines
QNG gistribue= quantité de N total (de la remobilisation et @bdorption)
distribué aux graines.
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10 uL d’extrait protéique
dilué ou non 200 pL de réactif de Bradford dilué 4 fois

Gamme étalon de BSA

(3 répétitions ; 0a 0,8 mg.rﬁ{c

Echantillons
(2 répétitions)

\
Lecture a 570 nir @ g
B -0 Y.
— - j’
S y:

Figure C-8 : Protocole simplifié du microdosage des protéines s@h la méthode de Bradford
(1976).

Pour le dosage des protéines, 10 pL d’extrait protéique (ou de BSA poumiag@atalon) et 200

pL de réactif de Bradford (Bradford, 1976) dilué 4 fois sont déposés danpuis d'une
microplaque. Aprés agitation et un temps d’incubation de 10 minutes a tetueambiante,
'absorbance est lue & 570 nwim un lecteur de microplague. La concentration en protéines de
I'extrait est calculé a partir d’'une gamme étalon de BSA (sérum albuminadpvi
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V. Analyses protéomiques

V.. Détermination de la guantité de protéines solbles dans la feuille source
(cultures « Rosette » et « Graines »)

En se basant sur I'hypothése que la protéolyséegstincipal facteur limitant la
remobilisation du N foliaire, la dégradation destpines solubles a été spécifiquement
étudiée au niveau de la feuille source identifiélers les criteres définis au paragraphe
C.LII :

« En point initial (DO) et point final (D21) pour I génotypes de la
culture «Rosette»,

% En cinétique (DO a D21) pour les 4 génotypes cetdémde la
culture «Rosette» (Aviso, Oase, Samourai et Californium),

« En cinétique de DO a D28 pour les 2 génotypes (AeisOase) de la

culture «Graines ».

Les protéines solubles ont été extraites a pagt2@ mg de matiere fraiche
congelée, préalablement broyée dans I'azote liquéte présence de 500 pL de
tampon citrate-phosphate (100 mM, pH 6,5). Du polyfpolypyrrolidone (PVPP) a
été ajouté a I'extrait pour fixer les polyphénoksgetaux qui interférent avec les
protéines et faussent le dosage. Apres une ceagdtin (1h a 1200@, 4°C), le
surnageant a été prélevé et ajusté a 500 uL avdandpon citrate-phosphate. La
concentration en protéines a été déterminée palagdoscolorimétrique en
microplague selon la méthode de Bradford (Bradft@¥,6) (Figure C-8). Pour cela,
200 pL de reactif de Bradford dilué 4 fois ont afgutés a 10 pL d’échantillon et,
aprées 10 minutes, I'absorbance a été lue a 570 amup lecteur microplaque
DYNEX. La concentration a été déterminée grace & gamme étalon de sérum
albumine bovine (BSA, Sigma-Aldrich) comprise er@iret 0,8 mg.mL.

Pour les 10 génotypes de la culturdRasette», la remobilisation des
protéines solubles (Remgly) entre DO et D21 a été estimée ainsi :

RemOb prot (%) = 100 - ((}’rotDZl X 100 / QJrotDO)

avec: Q prot DO et QpiotD21 = quantité de protéines solubles (mg.fed)liz DO et
D21, respectivement.
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Figure C-9 : Comparaison de la sensibilit¢é de détection des préines apres séparations sur gels

« Stain Free » (A) et séparation sur gel SDS-PAGE colorés au Bleu de Coomasi).

Les mémes extraits protéiques ont été chargés sur 2 gels a 4-20%lati@de. Les puits 2 et 11

contiennent un standard de poids moléculaire (Precision Plus Ptbeiral color, Bio-Rad) et les puits

3 a 10 contiennent le méme échantillons contenant 5 protéines difiéramec des dilutions différentes.
La détection des protéines des gels « Stain Free » (A) est identiqire, supérieure pour certaines
protéines, a la coloration au Bleu de Coomassie (B) (source : Bi§)Rad
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V.II. Etudes des activités protéolytigues dans lagluille source

La protéolyse étant vraisemblablement le mécanlaniant la remobilisation du
N, une étude des activités protéolytiques a étécefée sur la feuille source des 4
génotypes de la cultureRosette» présentant des EUA contrastée, et les 2 germtype
de la culture &raines». Les activités protéolytiques ont été mesuréés @date de
récolte qui présentait la plus forte dégradatios geotéines solubles : D14 pour la
culture «Rosette» et D7 pour la culture Graines ».

V.11.1. Dégradation de la Rubisco sur gel « Stain fee » (cultures « Rosette » et

« Graines »)

Les activités protéolytigues sont usuellement gti@es avec un substrat
chimique, l'azocaséine (la caséine liee a un compoazo » absorbant a 440 nm).
Cette méthode s’est avérée trés difficile a mettr@euvre sur les extraits protéiques
de feuilles de colza. Par conséquent, une nouvedithode d’analyse des activités
protéolytigues a été mise au point afin de se ghmr des mécanismes de
protéolyses susceptibles de se produirgvo. La Rubisco pouvant représenter 65 %
des protéines solubles chez les plantes i@3,environ 20 % du N foliaire (cf.
8B.11.11.2), sa dégradation présente donc un ewjewial pour la gestion du N. La
grande sous-unité de la Rubisco (GSU) étant trésddnte et facilement identifiable
sur gel d’acrylamide (SDS-PAGE), les activités gabytiques impliquées dans la
remobilisation du N ont été étudiées avec la GStdrne substrat, a partir d’extraits
protéique issu de la feuille source des 4 génotydeiso, Oase, Samourai et
Californium de la culture Rosette» et des génotypes Aviso et Oase de la culture
« Graines ». Ces analyses ont permis de mettre en évidemegro, les classes de
protéases impliquées dans la dégradation de lasBabét par extrapolation, dans la
protéolyse globale de la cellule.

Pour ces travaux, une nouvelle méthode reposant'gilisation de gels
« Stain Free » (Bio-R&) a été développée en étroite collaboration avecinda
Poret (Master 2 Recherche). Ces gels ont I'avantgpermettre la détection des
protéines immédiatement apres leur séparation /luSDS-PAGE, sans coloration
préalable et avec une sensibilité équivalente,eveupérieure, a une coloration au
Bleu de Coomassie (Figure C-9). Les gels « Stawe br contiennent du TGX
(« Tris-Glycine extended ») comprenant un composg&lo unique permettant la
détection rapide des protéines par fluorescenaxpgsition du gel aux UV induit
une réaction entre le compose trihalo et les tpipdoes des protéines, provoquant

62



Tableau C-2 : Conditions expérimentales utilisées pour les analgs des activités protéolytiques
totales réalisées sur gel « Stain Free » pour les cultures « Rosettetxesraines ».

d’incubation (T)

Temps

Quantités de

Tampons d’incubation

Culture
« Rosette»

Plantes bien alimentées en

N (HN)

(les 3 répétitions
biologiques poolées)

Plantes limitées
en N (LN)

(les 3 répétitions
biologiques poolées)

protéines
tampon sodium acétapH 5 a 45 min
X (sauf génotype
10 pg 250 mM a 50 % (v/v) contenant L I
Californium : 55
0,16 %p-mercaptoethanol (v/v) min)
tampon Tris-HCpH 7,5a 250
6 ug mM a 50 % (v/v) contenant 0,16 90 min
% p-mercaptoethanol (v/v)
. . N 20 min
tampon sodium acétapH 5 a .
101g 250 mM a 50 % (v/v) contenant (Sa.lUf g_enot?/pe
Californium : 30
0,16 %p-mercaptoethanol (v/v) min)
6 tampon Tris-HCpH 7,5a 250 90 min
Ho mM a 50 % (v/v) contenant 0,16 (sauf génotype
Oase : 60 min)

% p-mercaptoethanol (v/v)

Culture
« Graines »

Plantes bien alimentées
(HN) et limitées (LN) en N

(4 répétitions biologiques

6 ug

séparément)

tampon sodium acétapH 5 a

250 mM 50 % (v/v) contenant
0,16 %p-mercaptoethanol (v/v)

60 min
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I'émission de fluorescence proportionnelle au nivebabondance de la protéine
(source : Bio-Ra®).

Les protéines vacuolaires, active a pH 5, jouentr@e crucial dans la
dégradation des protéines chloroplastidiales etmotent de la Rubisco (cf. §B.III.).
Par conséquent, I'étude des activités protéolyicuété faite dans un premier temps
a pH 5, que ce soit pour la feuille source desnbtypes de la culture Rosette» ou
des 2 génotypes de la cultur&raines ».

Cependant, la dégradation des protéines chloragileises peut également
impliquer des protéases chloroplastidiales et ojipses (cf. 8B.lll.). Etant donné
gue lefficience de remobilisation du N au stadesette est particulierement
médiocre, l'investigation des activités protéolyig des 4 génotypes de la culture
« Rosette» a été complétée par une étude des activitésgiytijues a pH 7,5.

Les activités protéolytiques nécessitant des cumdit optimales, les
modalités d’incubation (durée, quantité de pro®irent été adaptées pour chaque
culture, conditions d’alimentation en N et pH digité (Tableau C-2). En plus de
I'activité protéolytique totale, I'activité protégique a été mesurée en présence des
inhibiteurs de plusieurs classes de protéases @gétarminer la contribution de
chaque classe a la dégradation des protéines. dremtrations d’inhibiteurs des
classes de protéases ont été les mémes entrealiesngnts azotés mais ont été
adaptées pour les 2 cultures :

1) Inhibiteur de protéases a cystéine (iodoacétanide),5 mM pour
les 2 cultures.

2) Inhibiteur de protéases a sérine (aprotinine) gld4pour la culture
« Graines » et 68 uM pour la culture Rosette.

3) Inhibiteur de métalloprotéases (1-10 phénanthrpliae5,5 mM
pour la culture &raines » et 11 mM pour la culture Rosette».

4) Inhibiteur de protéases a aspartate (pepstatiree 14),3 UM pour la
culture «Graines » et 20,6 uM pour la cultureRosette».

5) Inhibiteur du protéasome (carbobenzoxy-Leu-Leuilgalc
MG132) a 20 uM pour les 2 cultures.

Du fait de la solubilité du 1-10 phénanthrolinedetla pepstatine A dans le
méthanol, et du MG132 dans le diméthyl sulfoxideM@D), les activités
protéolytiques totales ont également été mesurBegré&sence de méthanol et de
DMSO a 0,5 % et utilisées comme contréle pour obsiteurs de protéases. Pour

*http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/Isr/literature/Bulletin_5974.pdf
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pouvoir comparer les données de la cultuRosette» malgré les différents temps
d’'incubation, la dégradation de la GSU a été edtirpéur 20 et 60 minutes
d’incubation pour les activités a pH 5 et 7,5, szdjwvement.

Cette méthode étant nouvelle, dans un premier tetigtade de la
dégradation de la Rubisco a été faite séparémenesd répétitions biologiques de
la culture «Graines ». Le coefficient de variation entre les répétiichiologiques
étant minime (5 a 10 %, cf. 8D.Il.), les répétisobiologiques de la culture
« Rosette» ont été poolées.

Apres une incubation a 37°€+(t) ou non {p), les extraits protéiques ont été
dénaturés 7 minutes dans I'eau bouillante en poésda tampon Laemmli 2X avec
p-mercaptoethanol (5 %, v/v) (Laemmli, 1970). Ledatillons ont ensuite été
déposés dans les puits de gels « Stain Free » $0E RMini-PROTEAN TGX
Stain Free Gels 4-15 %) et I'électrophorése s'aseé fdans le tampon de migration
Tris/SDS/Glycine (25mM /0,1 % / 192 mM ; pH 8,8prés la migration (200 V, 30
minutes), le gel a été démoulé, rincé rapidemeat ale I'eau ultrapure puis placé
sur une cassette a ultra-violets (systéme GelDawRRJ") pour la détection des
protéines (5 minutes, exposition 2,8 sec.). La tjittade GSU de la Rubisco a été
estiméevia le volume du pic (Mssy), déterminé grace au logiciel Image Lab (Bio-
Rad®). Le pourcentage de dégradation de la GSU (% DREggrminé pour toutes les
conditions (avec ou sans inhibiteurs de protéased¢, pourcentage d’inhibition par
les différents inhibiteurs (% Inh) ont été estimékn les calculs suivants :

% Deg = { [ (V asutO — Vgsut+At) / T] X Tx} X 100/ V gsytO
% Inh = [V gsuinhtO —(V csuinht0 — V gsu inn t+41t)] X 100 / (V gsu temointO — V Gsu témoin t+41)

avec: V gsyt0 = volume du pic de GSuUta
V gsu t+4t = volume du pic de GSUta At
T = temps d’'incubation
T x = temps d’incubation de référence pour la comparaides génotypes
(20 minutes pour pH 5 et 60 minutes pour pH 7,5)
V GsuinhtO = volume du pic de GSU avec l'inhibiteutG
V Gsuinnt+4t = volume du pic de GSU avec l'inhibiteut-adt
V Gsu temointO = volume du pic de GSU dans I'échantillon témoian&
inhibiteur £ méthanol ou DMSO)ta
V Gsu témoin t+4t = volume du pic de GSU dans I'échantillon témoians
inhibiteur £ méthanol ou DMSO)ta At
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Figure C-10 : Exemple de mise en évidence d’'activités protéolgues sur

gel (zymogramme).

Le gel de polyacrylamide contient 0,1 % de gélatine. Les protéasesxtiait
protéique dégradent la gélatine. Apres coloration au bleu de Coomassie qu
colore la gélatine présente dans I'ensemble du gel, I'apparitionedhamde
claire révele une dégradation de la gélatine et donc la présence d’urigéactiv
protéolytique.

Figure C-11 : Digesteur automatisé (MultiPROBE II, PerkinElmer) de la
plateforme protéomique PISSARO de Rouen utilisé pour la digegbn
trypsique des protéases mises en évidence par zymogrammes.
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V.11.2. Activités protéolytigue sur zymogrammes (cliure « Rosette »)

Pour identifier des protéases impliquées dans taobdisation du N
foliaire aux stades végétatifs (cultureRasette»), I'activité des protéases a
€galement été observée sur des gels contenant géldane colmme substrat
(zymogrammes) et les protéines correspondantes évé@t identifiees par
spectrométrie de masse.

a. Zymogrammes

Pour les zymogrammes, les extraits de protéinesdksd (cf. 8C.V.1.) des
3 répétitions biologiques ont été poolés et unl w¢a75 pg de protéines ont été
utilisés. Aprés l'ajout de tampon Laemmli safisnercaptoethanol (Laemmili,
1970), les protéines ont été separées par SDS-P@EEde concentration de
polyacrylamide (5.5 % ; p/v) ; gel de séparationpdé/acrylamide (10 % ; p/v))
contenant de la gélatine a 0,1 % (p/v). Aprés lgration a 200 V dans un tampon
de migration Tris/SDS/Glycine (25mM / 0,1 % / 192migH 8,8), les gels ont été
incubés 45 minutes dans 25 mL de 2-propanol a 2pui$ rincés a l'eau
ultrapure. Les gels ont ensuite été incubés satatiag pendant 16 h a 30°C dans
100 mL de tampon sodium acétate (100 mM, pH 5)esantt du dithiothréitol
(DTT) a 10 mM. Apres l'incubation, les gels ont étdorés au bleu de Coomassie
R-250 a 0,25 %, dilué dans du méthanol 50 % (Wweel'acide acétique 10 %
(VIv).

Le bleu de Coomassie colorant les protéines en tdedégradation de la
gélatine par les protéases de I'extrait protéiqueqrue I'apparition d’'une bande
claire (Figure C-10). Les gels ont ensuite été méan(systeme GelDoc) et
analysés par le logiciel Image Lab.

b. Identification des protéases impliquées dans lesctivités protéolytiques

mises en évidence sur zymogrammes

L’identification des protéases détectées sur lemagyammes a été
effectuée par spectrométrie de masse a la platefpnmtéomique PISSARO de
Rouen. Les bandes claires mettant en évidence aiivitéa protéolytique ont été
excisées et lavées plusieurs fois avec une solutlttydrogénocarbonate
d’ammonium (NHHCGQO;, Sigma). Aprés une déshydratation dans une salutio
d’acétonitrile (CHCN) et un séchage (Speed-vac), les échantillonsuinit une
digestion trypsique grace a un digesteur automat{@ultiPROBE II, Perkin-
Almer ; Figure C-11). Pour cette digestion trypsiqwbotisée, les échantillons
ont été plongés dans une solution de trypsine aglBL* (Promega) préparée
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dans du NEHCO; & 20 mM, puis incubés a 37°C sous agitation tauteiit. Les
peptides issus de la digestion trypsique ont égrisedans une solution
d’extraction des peptides (20 uL d’acétonitrileGar@M et 20 uL de NFHCO; a
20 mM).

Une analyse nanoLC MS/MS a ensuite été effectuéer Eela, I'extrait
peptidique a été re-suspendu dans 10 pL d’'uneigolagueuse d’acétonitrile a 5
% (v/v) et d’acide formique a 0,2 % (v/v). Les éatildons (5 pL) ont ensuite été
injectés sur le systtme de nanochromatographiénati, Dionex, Voisins-le-
Bretonneux). Les peptides ont été enrichis puisaés sur une colonne de pré-
concentration avant d'étre séparés sur une col@pdPepmap &, diameétre
interne 75 um). Un gradient linéaire de 45 minytes 10 & 45 % d’acétonitrile
dans 0,2 % d'acide formique) a été programmé & élvit ddle 200 nL.mi.
L’éluat a ensuite été analysé sur le systeme Q-{Applied Biosystems) et les
ions entrant dans le spectrometre de masse oahélgsés en continu. Le passage
en mode MS/MS a permis d’obtenir le spectre denfixggation des peptides, et la
liste des pics sur les spectres MS/MS ont été iexteh comparés aux bases de
données (NCBInr, Brassica EST database (Brassicmr@e Gateway 200%),
via I'outil bio-informatique MASCOT Daemon (Matrix Smicé?) pour identifier
les protéases.

V.. Analyses de l'activité de la glutamine syntlétase (GS) et la glutamate

deshydrogénase (GDH) de la feuille source (culture Graines »)

L’exportation des acides aminés est supposé efficagis leur conversion en
forme transportable pourrait étre la clé d’'une aonélion de la remobilisation du N
foliaire. Pour déterminer si la conversion des esicaminés est impliquée dans
I'efficience de remobilisation du N foliaire postemtaison, des mesures du niveau
d’accumulation (cf. 8C.V.IV) et d'activité de 2 gmaes permettant la synthése des
formes transportables d’acides aminés (glutaminethgyase (GS) et glutamate
deshydrogénase (GDH)) ont été effectuées en colldbon avec I'équipe de Céline
Masclaux-Daubresse a I'Institut Jean-Pierre Bou¢fiRB) a I'INRA de Versailles.

Pour ces activités enzymatiques, 150 mg de matfeaéche congelée,
préalablement broyée dans de [l'azote liquide, om¢ énélangés avec du
polyvinylpyrrolidone (PVP) et 1 mL de tampon d'eadtion (10 mM Na-EDTA, 10
mM MgCl,, 250 mM Tris-HCI pH 7,6, 13,3 mMB-mercaptoéthanol et 2 mM
leupeptine). Aprés une centrifugation de 10 minutek3 000g (4°C), le surnageant

10 http://brassica.bbsrc.ac.uk/
" http://www.matrixscience.com/
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Figure C-12 : Exemple de dosage de l'activité de la glutamine
synthétase (GS).

L'activité GS est quantifiée par l'apparition d'un sidérophore
capable de chélater le fer, le gamma-glutamylhydroxamate (AGH),
produit par la réaction catalysée par la GS entre I'hydroxylamine
(NH,OH) et le glutamate. La chélation du fer entraine une couleur
brune dont la densité optique est mesurable a 540 nm (selon la
méthode de O’Neal et Joy, 1973)
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contenant les protéines a été préleve, et la coratem en protéines a été estimée selon
la méthode de Bradford (Bradford, 1976)(Figure C-8)

La mesure de l'activité GS a été réalisée par kantification de I'apparition
d’'un sidérophore, le-glutamylhydroxamate (AGH), produit par la réacticatalysée
par la GS entre I'hydroxylamine (NBH) et le glutamate (O'Neal and Joy, 1973). Ce
sidérophore est capable de chélater le fer etisanfa colore I'extrait en une couleur
brune mesurable a 540 nm (Figure C-12). Dans uneplaque de 96 puits, les réactifs
suivants ont été ajoutés aux 50 pL d’extrait poptéi: 60 pL de tampon de réaction
(Tris-HCI pH 7,6), 20 pL de tampon AMIX (MgSQA50 mM, glutamate 600 mM,
hydroxylamine 45 mM et EDTA 30 mM, pH 7,6) et 20 dIATP (60 mM). Pour les
échantillons contréles, I'ATP a été remplacé partdmpon de réaction. Aprés 30
minutes d’incubation a 30°C sous agitation, 150deLtampon STOP (Fe£870 mM,
acide trichloroacétique (TCA) 200 mM et HCI 1,79 bfijt été ajoutés. La microplaque
a été centrifugée a 4009 pendant 10 minutes et 200 pL du surnageant ont été
transférés dans une plaque propre. L'absorbanté mé&surée a 540 nm et l'activité a
éte estiméeia une gamme étalon d’AGH (de 0 a 20 mM).

L’activité de la glutamate déshydrogénase (GDHjastesur les mémes extraits
protéigues que I'activité de la GS. La GDH est aneyme pouvant fonctionner dans le
sens aminant ou désaminant. Notre objectif étaeterminer si la GDH pouvait avoir
un rble dans la détoxification de 'ammonium issula protéolyse et dans la synthése
de glutamate (forme d’azote transportable dansleéme), seule son activité aminante
a été étudiée en détail. Pour cela, 250 pL de tangeoréactiond-cétoglutarate 13
mM, (NHg), SO, 50 mM, NADH 0,25 mM, CaGIl1l mM, Tris-HCI 100 mM, pH 8) ont
été ajoutés a 50 pL d’extrait protéique (Masclaixal, 2000). Pour les contrdles
négatifs, le (NH), SQ, a été remplacé par du tampon Tris-HCI. L’actiatéinante a
été mesurém vitro par la disparition du cofacteur NADH, détermin@ecenétique (60
mesures toutes les 30 secondes) par une lectursadtance a 340 nm par un lecteur de
microplaque.

V.IV. Immunodétections de protéines d'intéréts (culures « Rosette » et
« Graines »)

Des immunodétections ont été réalisées afin derrdiéter (i) le niveau
d’accumulation des GS cytosoliques (GS1) et chlasifliales (GS2) pour la culture
«Graines » et (ii) les niveaux d’abondance de protéinesesililes protéases (grande
(GSU) et petite (PSU) sous-unités de la Rubiscoqgtémes Lhcb3 et D1 du
photosystéeme Il (PSIl)) et des protéases FtsH sé®® impliquées dans leur
dégradation pour les génotypes Aviso, Oase, Sametir&€alifornium de la culture
« Rosette »
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Figure C-13 : Protocole d’extraction des protéines membranaires paula quantification par Western
Blot des protéines Ihcb3, D1 et des protéases FtsH.

Tampon SDS (30 % saccharose (p/v), 2 % SDS (p/v), 0,1M Tris-HCI (/%) % S-mercaptoéthanol (v/v),
pH 8).

Tableau C-3 : Tampon R2D2 utilisé pour la solubilisation des protéies membranaires(d’aprés Mechin
etal, 2003).

Produits Concentration
Urée 5M

Thiourée 2M

CHAPS 2% (plv)

N-decyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propane-sulfonate %A p/v)

Dithiothréitol (DTT) 20 mM

Tris (2-carboxyethyl) phosphine 5 mM

IPG buffer (GE Healthcare) 0,5%
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Pour la culture <&raines», les 4 répétitions biologiques des extraits de
protéines solubles obtenus pour la mesure desitastprotéolytiques (cf. 8C.V.1.) ont
été poolées et 10 g de protéines ont été déposgsisPour la culture Rosette», les
3 répétitions biologiques ont également été poolgess 15 pug de protéines ont été
utilisées pour la détection de toutes les protéines

Les protéines du PSII (Lhcb3 et D1) et les proteddsH étant membranaires,
une extraction de protéines membranaires a étéé&éal

V.IV.1. Extraction des protéines membranaires pourda détection de |hcb3, D1

et FtsH par western blot

Deux cent milligrammes d’extrait foliaire préalatent broyés dans I'azote
liquide en présence de PVPP, ont été mélangésbanil, 7d’acétone contenant 10 %
d’acide trichloroacétique (TCA ; v/v) (Figure C-13)prés une centrifugation a
16 000g pendant 3 min a 4°C, le culot a été repris damt2’acétate d’ammonium
0,1 M dissous dans du méthanol 80 %. L’homogérettaentrifugé a 16 00§ 3
min (4°C) et le culot a de nouveau été lavé aved -2’'acétone a 80 %. Aprés une
nouvelle centrifugation de 16 0a (3 min, 4°C), le culot a été séché sous vide
(Speedvac concentrator 5301, Epperdorf, France)gmerb-10 min a 45°C. Le culot
a été repris dans 0,8 mL de phénol a pH 7,9 etnf,8de tampon SDS (30 %
saccharose (p/v), 2 % SDS (p/v), 0,1 M Tris-HCWM)p0,5 % f-mercaptoéthanol
(v/v), pH 8). Apres une incubation de 5 min a 4t@me centrifugation de 16 0@D
(3 min, 4°C), la phase phénolique a été récupéraasférée dans un nouveau tube et
complétée avec 1,75 mL d’acétate d’ammonium 0,1 A¥in de permettre la
précipitation des protéines grace a l'acétate d’amiom, les échantillons ont été
placés a -20°C entre 2h et une nuit entiéere. Apres centrifugation a 16 009 (5
mins, 4°C), le culot a été lavé successivement dyegs mL de méthanol 100 % et
1,75 mL d’acétone 80 %. Les résidus d'acétone tité@aporés apres quelques
minutes d’évaporation sous vide. Le culot protéiguensuite été repris dans 400 pL
de tampon R2D2 dont la composition est indiquédetabC-3.

V.IV.2. Transfert des protéines sur membrane et immnodétections

Apreés une dénaturation 5 minutes dans l'eau baouwdleen présence de
tampon Laemmli 2X (Laemmli, 1970) contenantf@mercaptoethanol (5 % ; v/v),
les protéines ont été séparées en fonction darlagse moléculaire par SDS-PAGE
comprenant un gel de concentration (5 % de polyaerge, p/v) et un gel de
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Figure C-14: Dispositif mis en place pour le transfert électrophoétique semi-sec des
protéines du gel de polyacrylamide vers la membrane de PVDF (polyvidigene

difluoride).

Systéeme « western blot Milliblot-graphite electroblotter », MILLIRE.

Tableau C-4 : Composition des tampons utilisés pour le transfert étrophorétique
semi-sec des protéines du gel de polyacrylamide vers la membrade PVDF (Western

Blot).
Produits Tampon « Anode 1 » Tampon « Anode 2 » Tampon « Cathode »
Tris-Base 0,3M 0,025 M
SDS 0,1 %
Méthanol 35% 20%
pH 10,4 9,4

Tableau C-5 : Récapitulatif des immunodétections réalisées sur I&scultures.

Protéines Quantité de l?'IUt.'On de I’D|Iut.|on de Méthode de détection de
: o I'anticorps I'anticorps s .
cibles protéines S . I'anticorps secondaires
primaire secondaire
GS1/GS2 10 ug 1/100
1/10 000
GSU + lait 5%
PSU 1/5 000
+ lait 5% 1/12 000 Phosphatase alcaline
1/2 000
Lhcb3 15 ug + lait 5%
1/1 000
FisH + lait 5%
1/20 000 .
D1 + ait 5% 1/10 000 Peroxydase de raifort

D1 : protéine D1 du photosystéme Il ; FtsH : protéases « Fitaat®n Temerature-Sensitive H » ;
GS1/GS2 : glutamine synthétase 1/ glutamine synthétase QU; Qrande sous-unité de la Rubisco ;
Lhcb3 : protéine lhch3 du « light harvesting complex » du pegsteme Il ; PSU : petite sous-unité de

la Rubisco.
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séparation (polyacrylamide a 10 %, p/v). L'électrose s’est faite dans le tampon
de migration Tris / SDS / Glycine (25mM / 0,1 % 92InM ; pH 8,8) (Laemmli,
1970) et la migration a duré en moyenne 1h30 a\2(d mA).

Les protéines ont ensuite été transférées sur wembnane polyvinylidene
difluoride (PVDF). Ce transfert électrophorétiqusemi-sec » a été réalisé le
systeme de Western Blot en graphite de MILLIPORE illighbt-graphite
electroblotter systéme) (Figure C-14). Apres I'éleghorese, le gel a été équilibré
dans le tampon « Cathode » pendant 20 minutesstaqui la membrane a été
plongée successivement dans du méthanol 100 %etnhdes), de I'eau ultrapure
(10 minutes) pour étre finalement équilibrée damstdmpon « Anode 2 » (10
minutes). La composition des différents tamponksas est décrite dans le Tableau
C-4. Le transfert a duré 20 minutes (100 V, 2,5 o).

Apres 3 lavages de 5 min dans du tampon TBST @ase 10 mM, NaCl 150
mM, Tween-20 a 0,15 % (v/v), pH 8), la membranééaiicubée 2h avec I'anticorps
primaire puis, aprés 7 lavages au TBST et 3 au @&B min (Tris-base 10 mM,
NaCl 150 mM, pH 8), la membrane a été incubée Hv8@ I'anticorps secondaire.

Afin de permettre une détection optimale, la ddatides anticorps et leurs
détections ont été adaptées aux anticorps primeirsscondaires utilisés (Tableau C-
5).

Pour la culture &raines », la détection des enzymes GS1 (39 kDa) et GS2

(44 kDa), discriminées par leur masse molécularéfé faite grace a des anticorps
polyclonaux de lapin (1/100) obtenuwda EUROGENTEC (Seraing, Belgium;
peptide : AYGENERRLTG) (Lemaitret al, 2008). L’'anticorps primaire a été détecté
via un anticorps secondaire de chevre (1/12 000) éoaph phosphatase alcaline. La
phosphatase alcaline permet de détecter I'hnybadaties anticorps sur la protéine
cible via I'activité de la phosphatase alcaline (Bladkeal, 1984) en présence de ses 2
substrats : le p-nitro blue tetrazolium (NBT, BiaedR) et le 5-bromo-4-chloro-3-
indoyl phosphate p-toluidine salt (BCIP, Bio-Radpréparé dans un tampon de
révélation (Tris-HCI 100 mM, NaCl 100 mM, MgBH,O 5 mM, pH 9,5). Aprés 5 a
10 minutes, la réaction a été arrétée par des émvagccessifs dans I'eau ultrapure.
Les membranes ont ensuite été analysées a l'aittguhiel Image Lab.

Pour la culture ®Rosette», les anticorps primaires utilisés pour la dédectie
la GSU (1/10 000), la PSU (1/5 000), Ihcb3 (1/2)0@ (1/20 000) et FtsH (1/1 000)
sont des anticorps polyclonaux de lapin commercigdgriserd). Toutes les
incubations d’anticorps primaires de la culturecs&te » ont été effectuées dans une
solution contenant du lait Régilait a 5 % (p/v) pduiter les hybridations non
spécifiques.
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Les anticorps primaires reconnaissant les proté@®ld, PSU, lhcb3 et FtsH
ont été détectés par les anticorps secondaireshéderec anti lapin couplés a la
phosphatase alcaline (1/12 000). En revanche, oedthode de détection n’étant pas
assez sensible pour la détection des anticorpsapamciblant la protéine D1, ces
anticorps secondaires ont été remplacés par desigust de chévre anti lapin couplés
a la peroxydase de raifort (1/10 000). La peroxgdde raifort des anticorps
secondaires est utilisée en conjonction avec untdgminescent, et le produit de la
réaction émet une luminescence proportionnelle éotecentration en protéines. La
détection s’est faiteia le ProXPRESS 2D proteomic Imaging System (PerkireE)
Courtaboeuf, France).

VI. Analyses moléculaires : progression de la sérm@nce foliaire au niveau
plante entiére (culture « Rosette »)

La progression de la sénescence foliaire des 4tgeem de la culture Rosette»
représentatifs des différentes réponses a la limitaen nitrate (Aviso, Oase, Samourai et
Californium) a été déterminéda I'estimation du dernier rang foliaire sénesceribrsda
méthode s’appuyant sur I'indicateur molécula#&G12/Cab(Gombertet al, 2006). Cette
méthode se base sur l'induction de I'expressiongdoe codant une protéase a cystéine
(SAG12), spécifique de la sénescence développelagmtiala répression concomitante de
I'expression du gen€ab, codant une « chlorophyll a/b binding protein $. @B.1ll.1.2.,
Figure B-25). Une extraction d’ARN, suivie d’unerscription reverse pour |'obtention
d’ADN complémentaire (ADNc) puis une réaction ddypwérase en chaine (PCR) ont été
effectuées.

VLI. Extraction d’ARN et transcription reverse

Cent cinquante milligrammes de matiere fraiche @Bt broyés dans I'azote
liquide puis plongés dans un mélange contenanfuI5@e phénol pH 4,3 et 750 uL de
tampon d’extraction (LiCl 0,1 M, Tris Base 0,1 MDEA 10M, SDS 1 %, pH 8)
préalablement incubé a 80°C sous hotte. Les édloasti ont été vortexés
éenergiquement avant I'ajout de 750 puL de chlorofaitool isoamylique (24/1 viv).
Les tubes ont été vortexés a nouveau, puis cegésflb min a 20 00g (4°C). Le
surnageant a été prélevé et précipité pendant uihé @°C en présence de 750 uL de
LiClI 4 M. Les échantillons ont ensuite été centgéa 20 min a 15 009 (4°C). Le
surnageant a été éliminé et le culot contenanARN a été repris dans 100 puL d’eau
stérile. Ces ARN ont été purifiés par le biais kiés Qiageff RNeasy mini kit selon les
recommandations du fabricant. La quantité d’ARN eabe a été mesurée au
spectrophotométre (BioPhotometer, Epperijoef 260 nm (une unité d’absorbance
correspond & 40 ug.riLd’ARN) et la contamination protéique a été évalgéece au
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rapport des absorbances mesurées a 260 et a 280nnrapport proche de 2 indique
une faible contamination par les protéines). Quatrerolitres de tampon de charge
(0,025 % de bleu de bromophénol (p/v), 0,025 % déne cyanole (p/v), 3 % de
glycérol (v/v), 2,5 pL de bromure d’éthidium (BET18 mg.mLY), 100 pL de MOPS
10X, 615 pL de formaldéhyde désionisé et 188 plfodmaldéhyde) (Sambrooét al,
1989) ont été ajoutés a 1 pg d’ARN et I'ensembédéadénaturé 9 minutes a 70°C. Les
échantillons dénaturés ont été déposés sur unAgelagarose (1,2 % p/v) ou ils ont été
séparés par électrophorese (15 minutes, 100 mVin{@mk et al, 1989). La
visualisation de la migration des ARN sous WM le logiciel Image Lab a permis de
vérifier leur qualité.

Une transcription reverse a été effectuée surdbardillons d’ARN purifiés. Le
mix réactionnel comprend : 2,5 pL de mix Iscript feontenant les amorces et les
oligopeptides ; Bio-Rad®), 0,5 uL d’enzyme revensmscriptase et 1 ug d’ARN. Le
mélange a été incubé 5 min a 25°C, 30 min a 4203, lp réaction a été stoppée (5 min
a 85°C). L’ADNCc ainsi obtenu a été utilisé pour RGSR.

VLIl « Polymerase Chain Reaction » (PCR)

Pour déterminer la progression de la senescemus, RCR semi-quantitatives
indépendantes ont été realisées : une seule pel ENeSAG12-1(AF089848) et
SAG12-2(AF089849) (amorce sens 5-GGCAGTGGCACACCAICCGGTIA’ et
amorce anti-sens 5-AGAAGCITTCATGGCAAGACCAC-3'), anpour le géneCab
du LHCII (AY288914) (amorce sens 5-GGCAGCCCATGGTAGATC-3’ et amorce
anti-sens 5-CCTCCITCGCTGAAGATCTGT-3’) et une pole gene de référence
EF1-1 (DQ312264) (amorce sens 5-TTTCGAGGGTGACAACATGAeB amorce
anti-sens 5-CCGTTCCAATACCACCAATC-3'). Chaque PCR aé réalisée sur
chacune des répétitions biologiques.

Les réactions de PCR ont été réalisées a partiOdeg d’ADNc en présence
d’'un tampon de PCR 1X (Tric HCI 10 mM, KCI 50 mMgkal, 1,5 mM, Triton X100 a
1 %, BSA 0,2 mg.mL), de 200 pM de dNTPs, 0,2 pM d’amorces sens ésans et
de 0,4 M de Taq polymerase (5 U/uL, QiadQefrance). La PCR s’est composée d’une
étape initiale de dénaturation de ’ADNc a 95°Cr{fn) puis 35 cycles (gen&AG12et
EF1-1) ou 18 cycles (géne€Cab) comprenant: 30 sec a 95°C, 30 sec a 58°C
(température d’hybridation des amorces) et 1 niil2%C. Une derniere étape de 10 min
a 72°C (fin d’élongation) a cl6turé le programmeRieR.

Les deux amplimeres obtenus pour les ge&3w&12(267 paires de bases) et
Cab (290 paires de bases) ont été visualisés suraghise et les gels ont ensuite été
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analysés par le logiciel Image Lab pour la quar#ifon des transcrits des gers®G12
et Cab, normalisés par rapport aux transcrits du dgelrg

VII. Analyses statistigues (culture « Rosette » &t Graines »)

Pour toutes les analyses réalisées sur les 2resytla normalité des données a été
testée avec le test de Ryan-Joiner a 95 %. Legsasatle variance (ANOVA) et les tests de
Tuckey ont été utilisés pour comparer les moyen@esnd la normalité des données n’était
pas respectée, le test non-paramétrique de Krddkallls a été utilisé. Le seuil a été fixé a 5
%. La source de variations et les corrélations respectivement été déterminées par une
ANOVA et un test de Pearsort=0<0,05, **=p <0,01, ***=p<0,001). Tous ces tests
statistiques ont été effectués avec le logicieTRis et quatre répétitions biologiques ont été
utilisées pour la culture Rosette » et «Graines », respectivement. Toutes les données
présentées sont exprimées par la moyenne + I'estandard (SE).
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CHAPITRE D : RESULTATS

|. La remobilisation de I'azote au stade végétatif

Caractérisation des traits physiologiques et destgeses impliquées dans une forte
efficience d’usage du N et de remobilisation dwlkire chez le colza d’hiver au
stade vegétatif

Les engrais azotés étant chers et susceptiblesgeatidner une pollution
environnementale, leur utilisation doit étre diméeu Cependant, une réduction des intrants
azotés au stade rosette réduit la croissance, mamiua une diminution du rendement
grainier chez le colza. Malgré la faible efficierdtasage du N (EUA) observée chez le colza
d’hiver, aucune étude n’a permis de mettre clairdnen évidence le (ou les) facteur(s)
limitant(s) 'EUA au stade végétatif. Quelques @ax ont suggeéeré que cette faible EUA
serait en partie due a une faible efficience deofslisation du N (ERA) foliaire. Par
conséquent, comprendre les mécanismes cellulamgiiqués dans une ERA foliaire efficace
est un prérequis pour trouver de nouvelles pistesétection de variétés adaptées a de faibles

intrants N.

Ces travaux avaient pour objectifs de caractériser

» La composante de I'EUA (absorption, remobilisatetfou assimilation) limitant I
production de biomasse au stade rosette en studipport en nitrate limitant

» Les mécanismes cellulaires (protéolyse et exportatles produits de protéolyse)
associés a une remobilisation efficace du N faiaw stade rosette

1S

Pour déterminer précisément la composante limit&tA, 10 génotypes de colza
d’hiver ont été cultivés au stade rosette en saire?2 niveaux d’alimentation en nitrate (3,75
mM vs 0,375 mM). Ces génotypes ont ensuite été classésnetion de leur production de
biomasse et de leur efficience de remobilisatioNdoliaire et ont permis de faire ressortir 4
groupes de génotypes ayant des profils de répmrmdeastés a une limitation en nitrate. Les
flux de N plante entiére ont été déterminésun marquage de type « pulse-chase »°Hu
pour un génotype emblématique de ces 4 groupes. &odier les mécanismes cellulaires
associés a une forte ERA foliaire, plusieurs patesseont été mesurés dans une feuille
sénescente chez les 4 génotypes emblématiques mtesild de réponse a une limitation en
nitrate : la remobilisation du N, I'exportation dasides aminés, la protéolyse (dégradation
des protéines solubles, abondance de la Rubistesgirotéines D1 et Ihcb3 du PSII, activités
protéolytiques, abondance des protéases FtsH).
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Ce chapitre regroupe 2 articles :

> Article 1:
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I.1. Article 1 : A profiling approach of the natura | variability of foliar N remobilization

at the rosette stage gives clues to understand thmiting processes involved in the low N

use efficiency of winter oilseed rape.

ABSTRACT

Oilseed rape, a crop requiring a high level of Nilieers, is characterized by low N
use efficiency. To identify the limiting factorsviolved in the N use efficiency of winter
oilseed rape, the response to low N supply wassiyeted at the vegetative stage in ten
genotypes by using long-term pulse-chdds-labelling and studying the physiological
processes of leaf N remobilization.

Analysis of growth and components of N use efficieallowed four profiles to be
defined. Group 1 was characterized by an efficememobilization under low and high N
conditions but by a decrease of leaf growth undéniation. Group 2 showed a decrease in
leaf growth under low N supply that was associdte@ low N remobilization efficiency
under both N supplies despite a high remobilizawbrsoluble proteins. In response to N
limitation, Group 3 is characterized by an increaseN use efficiency and leaf N
remobilization compared to high N that is not stiéfint to sustain the leaf biomass production
at a similar level than non-limited plants. Genetyf Group 4 subjected to low nitrate were
able to maintain leaf growth to the same level adeu high N. The profiling approach
indicated that enhancement of amino acid exportsaiable protein degradation was crucial
for N remobilization improvement. At the whole pldavel, N fluxes revealed that Group 4
showed a high N remobilization in source leaves lwoed with a better N utilization in
young leaves. Consequently, an enhanced N remaitidiz limits N loss in fallen leaves, but
this remobilized N needs to be efficiently utilizeéd young leaves to improve N use
efficiency.

Short statements:Genotypic variations iBrassica napuseveal four profiles of response to
nitrate limitation and that genotypes characteribsd efficient N remobilization and N
utilization have the highest N use efficiency.

KEYWORDS

Brassica napusgenotypic variability, nitrogen remobilizatiorfiefency, nitrogen use
efficiency, nitrogen utilization efficiency, amirazids, soluble proteins

ABBREVIATIONS

N, nitrogen; NUE, nitrogen use efficiency; NUtEtragen utilization efficiency; NRE,
nitrogen remobilization efficiency; NAE, nitrogessamilation efficiency; HN, high nitrogen;
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LN, low nitrogen; FM, fresh matter; Li3q leaf biomass production; NRE, nitrogen
remobilization in the source leaves; Remgbremobilization of soluble proteins; Remgb
remobilization of amino acids; Rubisco, Ribulosg-thiphosphate carboxylase/oxygenase.

INTRODUCTION

The gain in crop productivity has been associatitd s&v20-fold increase in the use of
N fertilizer during the past five decades (Glag¥)3® and it is expected to increase at least 3-
fold by 2050 (Goockt al, 2004; Tilman, 1999). Oilseed rap@réssica napus..), cultivated
for its seeds (65 058 240 tonnes worldwide in 2@b2irce FAO) from which oil is extracted
for use in human food and animal feeding (mealjels as for non-food uses (biofuel), is the
third most cultivated oleaginous crop worldwide wéwer, oilseed rape is characterized by a
high requirement of N fertilizers (160-250 kg'hdo obtain a sufficient seed yield (Rathie
al., 2005). This high demand for N fertilizer can xplained by the fact that only 50% of the
N fertilizer is recovered in seeds (Schjoerriag al, 1995), revealing the weak N use
efficiency (NUE) of oilseed rape. Since the produtof N fertilizers depends on the price of
energy, it accounts for the most costly input iopcproduction (Rothstein, 2007). In addition
to a high economic cost, this large N balance ssrjphcreases the risk of environmental
pollution. Consequently, in a context of environtady friendly farming, a reduction in N
fertilizer inputs has become imperative (Behrehsl, 2001) and a better understanding of
the mechanisms involved in NUE is required to op@rthe agri-environmental balance.

The NUE takes into account the capacity to absbebN from the soil (N uptake
efficiency; NUpE) and to efficiently utilize thisleament within the plant (N utilization
efficiency; NUtE). NULE includes the abilities oflapts to assimilate (N assimilation
efficiency; NAE) and remobilize N from senescing goowing organs (N remobilization
efficiency; NRE). Concerning the NUpE, an efficidhuptake between bolting and flowering
appears to be crucial for seed yield of oilseec raqpps (Schulte auf'm Erlest al, 2007).
However, a comparison of N uptake capacity amongwa Brassica species, clover and
ryegrass showed that oilseed rape manifested thieesti nitrate uptake capacity during
vegetative stages (Laimé al, 1993), demonstrating a high NUpE for this crapadidition, a
study of four spring oilseed rape genotypes atvingetative stages showed differences in
NUE not explained by NUpE, but were associated witferences in NUtE (determined as
changes in dry weight per unit change in N contéecnjak and Rengel, 2006). Differences
in NUtE at the vegetative stages were also observdd other genotypes of spring oilseed
rape (Balint and Rengel, 2008). In a context olioéy N inputs, even if a higher NUpE can
participate in improving the NUE, the optimizatiohthe NUtE may lead to a similar seed
yield with lower N input. However, none of previosisidies were able to determine if the N
assimilation and/or N remobilization were involvedthe NULE variations. Indeed, in these
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previous works, the NUtE indices were estimatethatwhole plant level, without distinction
between N remobilization from senescing organsamsimilation in growing organs.

However, some precision about the limiting factofSNUtE was recently established.
Concerning the N assimilation, transgenic approadhegeted to enzymes involved in N
metabolism such as glutamine synthetase showed\thBH-dependent glutamate synthase
or asparagine synthetase may lead to a signifioamtovement in NUE in different species
(Good and Beatty, 2011; Goast al, 2004; Pathalet al, 2008). For oilseed rape, plants
overexpressing alanine aminotransferase (AlaT) edetD% less N fertilizer to reach a
similar yield to the wild type (Good and Beatty,120 Goodet al, 2007). These results
highlighted the importance of efficient N assimoat for NUE. However, a high NAE needs
to be correlated to an enhanced N remobilizatiolmd the N loss through the fallen leaves
and, therefore, to improve/maintain seed yield uhole N inputs.

The N remobilization is highly related to senesegnehich is essential at the whole plant
level due to the fact that the mechanisms assatiaiith senescence allow the redistribution
of nutrients from old organs to sink organs forvgito or storage (Peoples and Dalling, 1988).
Indeed, a correlation between the N remobilizatml senescence severity was observed
during the vegetative growth oArabidopsis (Diaz et al, 2008), i.e. during sequential
senescence which consists of a remobilization ftbenolder leaves to the younger leaves,
along the axis of the plant. In oilseed rape, theiobilization associated with the sequential
senescence is considered as crucial for seed(ielguetet al, 2004). However, a residual N
in dead leaves up to 3.5% of dry matter was obsea® a consequence of a low N
remobilization from leaves of oilseed rape (Malagolal, 2005b), which can lead to a N loss
of up to 100 kg N.HA per year (Dejoust al, 2000). In addition, a simulation designed a
modelling approach that was aimed at identifying kby mechanisms involved in high NUE
has suggested that a decrease in the residualddaaf leaves by 1% at the vegetative stages
may increase seed yield (up to +15%) in additiometducing the N loss (Malagoét al,
2005a). Together, these results suggested thaptamipation of NRE is needed to decrease
the N lossvia dropped leaves and, therefore, improve the NUE.

To reach this goal, identification of the NUE limg factors is required (Masclaux-
Daubresset al, 2008). The major form of N storage in leavesrgins, which can account
for 70 to 90% of the reduced N (Peoples and Dallit®88). During the N remobilization
associated with senescence, proteins are degratteémino acids by different classes of
proteases (Martineet al, 2008b; Robertgt al, 2012) and the resulting amino acids and/or
peptides are exported to the growing organs. Thie araino acids transported in the phloem
sap of oilseed rape are glutamine and glutamatball® and Moellers, 2000) and a previous
study on cv. Lirajet showed that the amino acidogkpvas not limiting in the vegetative
stages (Tilsneet al, 2005). During the N remobilization phase of seeest leaves in oilseed
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rape ( cv. Capitol), the low amount of amino acatgl the over-expression of amino acid
transporters (such as AAP1) also suggested anegffiamino acid export (Desclos, 2008).
However, these studies were only observed in twmtypes, and, therefore, efficient amino
acid export remains to be confirmed in more genegyp

Because amino acid export probably does not liradf IN remobilization, the
proteolysis mechanisms have been proposed to loeakfar leaf NRE (Avice and Etienne,
2014). Among the soluble proteins, ribulose-1,3bgphate carboxylase/oxygenase
(Rubisco; EC 4.1.1.39) contains up to 30% of than khe mature leaf of C3 plants (Evans,
1989; Kumatret al, 2002; Makinoet al, 1984) and this protein is supposed to be an itapor
form of N storage compound that is easy to remmbiliEvans, 1989; Maet al, 1983;
Makino et al, 1984). Consequently, its budget is essentiaNfananagement at the whole
plant level. Indeed, silencing of CND41, an aspapiotease known to degrade Rubisco
(Kato et al, 2001), resulted in a delayed senescence andcamadtation of Rubisco in the
older leaves, suggesting a failure in N remobii@at(Kato et al, 2004). These results
highlighted a key role for proteolysis mechanismghe foliar N remobilization, especially
those associated with Rubisco degradation, butrémsins to be clearly demonstrated in a
range of genotypes of winter oilseed rape.

Several approaches are possible to study the NUanht(kt al, 2011) and the
genotypic selection of oilseed rape is in progréss,only a few studies have explored its
genotypic variability to define the limiting fackorof NUE at the vegetative stages. In
addition, except for one (Schulte auf'm Ertyal, 2007), most of these studies were done on
spring oilseed rape (Balint and Rengel, 2008; Baimd Rengel, 2011).

By exploring the natural variability of ten winteilseed rape genotypes in response to
ample and limiting nitrate regimes at the rosetéga, the present study aims to identify the
main physiological traits related to a high NUEle vegetative stage. Due to the high N loss
that is a consequence of the low leaf NRE (Dejetnal, 2000; Malagoliet al, 2005b), a
profiling study was made with a special focus ollafoN remobilization. The importance of
N remobilization at the whole plant level was ingsted thanks to long-term pulse-chase
15NOjs labelling, allowing the dynamics of N fluxes to Betermined at the whole plant level
and, therefore, to define accurate indexes of NREENUtE. Because proteolysis is a pivotal
mechanism involved in foliar N remobilization (Aeicand Etienne, 2014), the role of
proteolysis in leaf NRE was also studied by estiomat of the mobilization of N, amino acids
and soluble proteins in a source leaf that becanessent during the experiment.
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MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

Ten genotypes (Aviso, Oase, ES-Astrid, Californiuogness, Express, Samourai,
Ténor, Darmor and Montégo) were cultivated at thegetative stages in greenhouse
conditions under a thermoperiod of 20°C (day-16id 45°C (night-8h). Natural light was
supplied by high pressure sodium lamps (Philips, SMER GreenPower T400W) with a
PAR (Photosynthetically Active Radiation) of 400 ginphoton.8.m? at the top of the
canopy. After germination, seedlings were transfitrmto 2.5 L pots containing mixed
vermiculite (1V) and perlite (2V) and cultivatedtwi25% Hoagland nutrient solution (1.25
mM Ca(NQ)2,4H;0, 1.25 mM KNQ, 0.5 mM MgSQ, 0.25 mM KHPQO,, 0.2 mM EDTA,
2NaFe,3HO, 14 pM HBOs3, 5 uM MnSQ, 3 pM ZnSQ, 0.7 uM (NH)sM070z4, 0.7 uM
CuSQ, 0.1 CoCJ) renewed twice a week. During this period, plamseived 3.75 mM of
nitrate labelled with°N at 2.5 atom% excess to obtain a homogenous iiafpéfi the whole
plant (long-term pulse-chase method, Salen al, 2014). Six weeks after sowing
(corresponding to Day 0 (DO) of the experimeti)-nitrate labelling was stopped and plants
were supplied for 21 days with 25% Hoagland sofu{@0 mL per plant, per day) containing
two different concentrations: high (HN: 3.75 mM) low nitrate (LN: 0.375 mM). Leaves
were numbered in order of their appearance whevaslthe oldest leaf.

At DO, a single mature leaf that was becoming sssr@sduring the experiment was
chosen on each plant on the basis of its leaf @et@rmined by LI-COR 300 area meter, LI-
COR, Lincoln, NE, USA) and chlorophyll content (b§PAD: Soil Plant Analysis
Development; Minolta, SPAD-502 model). These leawatled the “source leaves” (mean
SPAD value of 52.20 + 5.52% of variation; mean leafa value of 127.91 ém 18.60% of
variation) corresponded to leaf rank number 11H8rAstrid, Californium and Darmor and
leaf rank number 12 for the other genotypes. Tlamtpl were harvested 14 (D14) and 21
(D21) days after the beginning of N treatment amats, crown, laminae and petiole of each
leaf were separated, weighed and immediately fraadiquid nitrogen. Dry matter of each
organ was determined after being freeze-dried, gtdo a fine powder and stored at room
temperature in the presence of desiccant for bioated analyses. Concerning leaves, one
half of the lamina was freeze-dried for biochemgtaidies and the other half was conserved
frozen (-80°C) for proteomic and molecular analysesowth performance was determined
after 21 d of nitrate treatmewia leaf biomass production (l,Bs grams of fresh matter (FM)
per plant) observed in growing leaf nodes abovesthece leaf (corresponding to leaves in
expanding and emerging leaves).
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N and N quantification and whole plant N fluxes

The N amount in source leaves of the ten genotyassquantified at 0 and 21 days to
estimate the foliar N remobilization (NRE). In addition, the total N antPN amounts were
quantified in all organs at 0 and 21 days for fgenotypes, representing four different
profiles in terms of growth performance and N mamagnt in response to low N supply:
Oase (Group 1), Samourgk (Group 2), Californiurgs (Group 3) and Avisg4 (Group 4).
The long-term pulse-chase labelling described aladiegved estimation of the N fluxes from
remobilization (from source organs to sink orgaarsj from nitrate uptake at the whole plant
level. To simplify the study and calculation of NiXes, the leaves above the source leaf
(called “the younger leaves”), mainly sink leawegre pooled and the source leaf and leaves
below were grouped and considered as being soeaves. The determination of the N and
>N amounts was performed by an elemental analys&B@EO, EuroVector, Milan, Italy)
linked to a continuous flow isotope ratio mass speceter (IRMS, IsoPrime GV
Instruments, Manchester, UK). The calculation useddetermine the N fluxes from
remobilization or uptake has been previously phielis(Saloret al, 2014).

Calculation of NUE, NRE and NUtE

The N use efficiency (NUE) was estimated as thgdafper milligram of N provided
in the nutrient solution:

NUE = LBprod/ QNsupply

where LByq refers to the fresh matter (grams) of the leabewa the source leaf, and
the QNuppyis the N amount (milligrams) provided in the neffri solution during the 21 days
of the experiment.

Based on the N fluxes, the N remobilized in % ofstéred in source organs (N
remobilization efficiency; NRE) was estimated foasas;, Samourai;,, Californiuny; and
Avisogy as follows:

NRE (%) :ZQ|\|remobi|ization*]-00 / (z"QNsourcet + z:QNuptake)

where LQNremobiiization COrresponds to the total N amount remobilized bebtweand t+4t,
2QNsourcet is the N amount in all source organstand theXQN,piake COrresponds to the
amount of N taken up that was allocated to all sewrgans betwedrandt+4t.

The N utilization efficiency (NUtE), expressed dw tLB,oq per milligram of N
distributed to the younger leaves was calculat@bubis equation:

NULE = LBproc/ QNyounger leaves
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where LByoq corresponds to the fresh matter of the youngereleggrams) and QRlinger leaves
is the total N amount (milligrams) distributed (imdboth remobilization and uptake) to the
younger leaves.

Protein quantification in source leaves

Soluble proteins were extracted from 200 mg ofdéroresh matter previously ground
in a mortar with liquid nitrogen in the presences00 L of citrate-phosphate buffer (20 mM
citrate, 160 mM phosphate, pH 6.8 containing 50ahgolyvinylpolypyrrolidone (PVPP)).
After centrifugation (1h, 12 006, 4°C), the supernatant containing the solubleginstwas
transferred to a microtube and the concentratiothefsoluble protein extract in equivalent
bovine serum albumin (BSA) was quantified by pnotgye staining (Bradford, 1976). The
remobilization of the soluble proteins (Rempedpwas estimated as:

RemoRet (%) = 100 - (QPrek: *100 / QProgo)

where QPraf, and QPrai»: refer to the amount of soluble proteins (mg:®ait DO and
D21, respectively.

The amino acid quantification in source leaves

Metabolite extraction and quantitative analysesewaade as previously described
(Renaultet al, 2010). Amino acid analyses were performed fronAaguity reversed-phase
ultra-performance liquid chromatography system @kwaiCorporation, Milford, MA, USA),
coupled with ultraviolet detection (UP{@JV). Concentrations were expressed in
micromoles per leaf (umol.ledf The remobilization of the amino acids (Remplwas
estimated as:

Remoka (%) = 100 - (QAA21 *100 / QAAR)

where QAAy and QAAy,; refers to the amount of amino acids per leaf atad@ D21,
respectively.

Determination of leaf senescence status

The up-regulation of th&AG12gene (encoding a cysteine protease) concomitantly
with the down-regulation o€ab gene (encodin@ Chlorophyll a/b binding proteinfluring leaf
senescence of oilseed rape revealed the spat@glgssion of senescence and this method was
used to determine senescence progression at tHe plaat level. The extraction of RNA and
the analysis of the molecular indicat@dAG12/Cab after RT-PCR were performed as
described by Gombeet al. (2006).
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Figure D-1: Growth performance and NUE of ten genotypes supplied with ample N (HN: 3M5 m
nitrate) or low N (LN: 0.375 mM nitrate) over 21 days. Growth was deteedias the leaf biomass
production in grams per plant (LB; panel A) obtained during the 21 days of N treatment. The NUE
was determined as the LB, per milligram of N provided by the nutrient solution in HN (B) and LN
(C) during the 21 days of the experiment. Significant differenaes3( p<0.05) were determined
between genotypes (indicated by Latin letters a, b, ¢ for HN and Gegieksa, B, y for LN treatment)
and between N treatments (indicated by asterisks).
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Statistical analysis

The normality of the data was examined with therRJainer test at 95%. Analysis of
variance (ANOVA) and the Tukey test were used tmgare the means. When the normality
law of data was not respected, the non-paramegst df Kruskal-Wallis was carried out.
Statistical significance was postulatedPat0.05. The source of variation and the correlations
were determined by an ANOVA and the Pearson tespactively {=p <0.05, **=p <0.01,
***= p<0.001). Three biological repetitions were usad3) and all the data presented are
expressed * standard error (SE).

RESULTS

Growth performance and NUE of the ten genotypes

To compare the response to nitrate availabilityhef ten genotypes at the vegetative
stage, the growth performance was investigatechasldaf biomass production per plant
(LBprod), €xpressed as the fresh matter (FM) of growing emerging leaves during the 21
days of N treatments (Figure D-1; see Materials kiethods for details). The Ligq was
strongly impacted by the N supply as well as theofgpes, and an interaction between N
treatment and genotype was foupg@.001; Table D-S1). The NUE (l,Bq per milligram of
N provided by the nutrient solution during the 2ayst Figure D-1B and D-1C), was
negatively correlated to the N supply (r=-0.9%0.001; Table D-S1) and an N supply x
genotype interaction was observge@.001). In High N (HN) conditions, the highest J:&
was observed for Aviso and Ténor (83 g FM.pfaah average), followed by Montégo, ES-
Astrid, Californium, Oase and Darmor (75 g FM.ptarin average; Figure D-1A). In
contrast, Express (63 g FM.plahtand Samourai (60 g FM.plajthad the lowest LBog In
high N (HN) conditions, the highest NUE was obsédrire Aviso and Ténor (0.8 g FM.rg
N) and the lowest was observed in Samourai (0.8 grig* N; Figure D-1B).

Under LN supply, only Aviso and Ténor were abletoduce a similar LRoq to that
found under HN conditions (Figure D-1A), resultimgthe highest NUE for these genotypes
(7.8 and 6.9 g FM.mY N, respectively; Figure D-1C). In contrast, thédest genotypes
showed a lower LRog under LN compared to HN treatment (Figure D-1/9spite a higher
NUE (Figure D-1C). The negative effect of LN coimlits on LB,,q was more drastic for
Lioness, ES-Astrid, Montégo and Samourai (-41% \@erage when compared to HN plants;
Figure D-1A) leading to the lowest NUE values (fr86 g FM.mg N for Samourai to 4.7 g
FM.mg* N for ES-Astrid; Figure D-1C).
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Figure D-2: N remobilization efficiency in a source leaf (NRE of ten genotypes supplied with ample N
(HN: 3.75 mM nitrate, panel A) or low N (LN: 0.375 mM nitrate, panel B). The dataespond to the
decrease in the N amount during the 21 days of the experiment expre$éeaf thie initial N amount in the
source leaf observed at DO. The “efficient” or “weakly efficieatiterion corresponds to a value of NRE
over and up to 50% (represented by the dotted line), respectivgyifiant differences between the two N
treatments and the genotypes are indicated by asterisks and lettensche Jrespectivelyne3, p<0.05).
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Genotypic variability of leaf N remobilization efficiency

The impact of nitrate availability on the N remadaltion in the ten genotypes was
investigatedvia the N remobilization efficiency in senescing sa@uleaves during the 21 days
(NREea)). The N treatment and genotypes influenced the NR&1d an N treatment x
genotype interaction was observgd@.001; Table D-S1). Under HN conditions (Figures D
2A and D-S1), four genotypes remobilized more tB@fo of the leaf N present at DO and,
therefore, were considered to be “efficient” for BR: Oase (76%), Lioness, ES-Astrid and
Darmor (57%). The other six genotypes were consilaas “weakly efficient” with an
NREeas between 25% (Aviso) and 45% (Californium). Und@& tonditions (Figure D-2B),
nine genotypes were considered as efficient for NREVREear > 50%): Aviso, Oase, ES-
Astrid, Californium, Ténor, Express, Lioness, Darraad Montégo. In contrast, the NRI
of the genotype Samourai remained low (46%).

Genotypic variability of the soluble proteins and anino acids remobilizations in a source
leaf

In order to determine if proteolysis was a limitifgctor of the NREs, the
remobilization of soluble proteins (Remgf) was investigated in a source leaf (Figures. D-3
and D-S2) and estimated as the percentage of Nhiéreal compared to DO, meaning that a
complete degradation of the soluble proteins waddespond to 100%. An N treatment X
genotype interaction appeared for the Regpn the source leafpk0.05; Table D-S1).
Under HN conditions, the highest Rergglwas observed for Samourai, ES-Astrid, Oase and
Lioness (78% on average, Figure D-3A) while thedstMRemok,: was observed for Ténor
(26%). Compared to the HN treatment, only five ggpes presented a significant increase in
RemoR in response to LN conditions: Californium (69%gnbr (71%), Express (79%),
Aviso and Oase (89%; Figure D-3B).

During senescence, proteins are mainly degradedamino acids (Caputo and Barneix,
1999). To determine if the export of amino aciis the phloem sieve elements could limit
the N remobilization, the amount of free amino acichs quantified in a source leaf (Figure
D-4). The remobilization of amino acids (Remngplwas impacted by the nitrate supply and
the genotype but no genotype x N treatment intenast/as observedp€0.38, Table D-S1).
At the beginning of the experiment (D0), Darmor lilael highest amount of amino acids (79
umoles.leat) and Samourai the lowest (30 pmolesiteafigure D-4). At Day 21, a
significant interaction N supply x genotypes waseaslied for the amount of amino acids in
source leaf (Table D-S1), indicating that the ammpk of remobilization of amino acids was
different for the ten genotypes in response tonNtétion.Under HN conditions, a significant
decrease in the amount of amino acids was obseafted 21 days for all the genotypes,
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except Samourai (Figure D-4). Under LN conditioRgyre D-4), only Montégo, Express,
Aviso and Ténor had a lower amount of amino acaiegared to HN conditions.

The results obtained from a principal componentyai (Figure D-5A) based on the
differences of NUE, NRE&s Remol,,: and Remok, between HN and LN conditions allowed
four different response profiles to N limitation be defined (Figure D-5A). The genotypes
Darmor, ES-Astrid, Lioness and Oase, showed a dserén LB;4 in the LN treatment
despite efficient NRg, Remolx and Remok, in both N conditions were associated in
Group 1 (Figure D-5B). The genotype Samourai is alsaracterized by a decrease inb8
under LN and similar NRE&s, Remoly,: and Remok, in both N conditions. However, this
genotype was classified in Group 2 instead of Grblpecause a low NR& was observed
despite a high Remgf in both N conditions, (Figure D-5B). Group 3 ind&d the genotypes
Montégo, Express and Californium, which were chi@riwed by a lower LRoq under LN
conditions despite an increase in NUE, NRERemol,,: and Remok under LN compared
to HN treatment (Figure D-5B). The genotypes Avsal Ténor showing a similar g in
both N conditions were classed in Group 4 (FigurgH).

N remobilization and uptake at the whole plant levkin four contrasting genotypes

To better characterize the limiting components &fB\ the N fluxes at the whole
plant level (presented in details in Figures D-$8 ®-S4) were specifically studied in a
representative genotype from each of the four resp@rofiles (Figure D-5): Oage (Group
1), Samouraj;; (Group 2), Californiurg,s (Group 3) and Avisgs (Group 4). Concerning the
N uptake (Figure D-6A), it was influenced by N slypand an interaction between N supply
and genotype was observepk.01; Table D-S2). Under HN conditions (Figure R}6
similar to the remobilized N, N uptake was higheOase,; and Californiung,; (145 and 148
mg N, respectively) compared to Avig® (110 mg N) and Samoue (81 mg N). In
response to LN conditions (Figure D-6A), the N bptavas negligible for all genotypes. N
supply and genotypes influenced the N remobilizatibthe whole plant level, and a strong N
supply x genotype interaction was observe<d(001; Table D-S2). Under HN treatment, the
total amount of remobilized N was lower for Avigp(70 mg N) than for the other three
genotypes (95 mg N on average; Figure D-6B). Th&NIR remobilized in % of N stored in
source organs) was dependent on the N supply aadyéhotypes, and an N supply X
genotype interaction was founpk(Q.01; Table D-S2). Under HN plants, the highesBEN#as
observed for Avisg, Oasegr; and Samourgj, (65% on average; Figure D-6B). Under LN
conditions, an increase in the total amount of reifraed N was observed for Aviga (+22.4
mg N), Samoura}, (+18.5 mg N) and Californiugg (+34 mg N) while it remained similar
in both N conditions for Oagg (Figure D-6B). Compared to HN conditions, the NRE
increased in response to LN treatment and reacl®d T¥or Oase;, 78-78.5% for
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Samourai, and Californiung,;, and more than 94% for Aviga (Figure D-6B). The analysis
of N fluxes from remobilization also revealed thampared to HN treatment, the amount of
N remobilized from leaves towards roots increasedrasponse to LN conditions for
Samourad,,, Californiums,z and Avise,but not for Oasg; (Figures D-S3 and D-S4).

Distribution of N to the younger leaves in four cotrasting genotypes

The total N (sum of N from uptake and remobilizajiaistributed to the younger
leaves, considered as sink leaves during the erpati was influenced by the N supply and
the genotypes, but there was no N treatment x gpaanteraction (Table D-S2). Under HN
conditions (Figure D-7), Californiugs and Oasg: had the highest amount of total N
distributed to sink leaves (170 mg N on average)endamourai,, had the lowest (107 mg
N). Under LN conditions (Figure D-7), the amounttofal N distributed to sink leaves
decreased for all genotypes (around -53 %), eXoe@amouraj.. An interaction between N
treatment and genotype was observed for the anmadudtremobilized to the younger leaves
(p<0.05; Table D-S2) but no significant differencesr& observed between N conditions
(Figure D-7). In both N supplies, the N from thenabilization redistributed to the younger
leaves was similar in Avigg, Oase;; and Samouragj, (60 mg on average), while it was
higher for Californiung,s (77 mg on average; Figure D-7). However, the adgon N
treatment x genotype was observed for the N frotakgpallocated to the younger leaves
(p<0.001; Table D-S2). Under HN treatment (Figure )D-he highest N from uptake
allocation was observed in Californigmand Oasg1 (101 mg N on average) and the lowest
in Samourai; (44 mg). Under LN, the insignificant N uptake keda negligible allocation of
N to the sink leaves (Figure D-7). To compare thpacity of N from remobilization and
uptake to be used for growth in sink leaves infthe contrasting genotypes, a NUtE index
was defined as the B4 per mg of N distributed the younger leaves afterd2ys of N
treatment (including N from remobilization and uUga Figure D-7). As indicated by the
ANOVA test, there was a genotype x N treatmentradion for the NUtE[{<0.05; Table D-
S2). The NUtE was similar among the four genotypeger HN conditions (0.42 g FM.niy
to 0.60 g FM.mdN for Californiumss and Avis@ys, respectively; Figure D-7). However,
under LN conditions, Avisgs had the highest NUtE (1.23 g FM.thd\) compared to the
other three genotypes (0.8 g FM.ini on average for Oase and Samouraj, and 0.58 g
FM.mg* N for Californiums;s).

Leaf senescence progression at the whole plant Iéwrefour contrasting genotypes

The progression of leaf senescence at the wholet devel was determined using the
SAG12Cabindicator (Gomberet al, 2006) on the four contrasting genotypes (Tabl83)-
At DO, the theoretical last senescing leaf was taak number 5 for Avisgs, Californiungs
and Samouragj, while it was leaf rank number 7 for OaggTable D-S3). After 21 days of N
treatment, the theoretical last senescing leaf Qase; and Samourgj, was leaf rank
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number 17 in both N conditions while an increasedhiber of senescing leaves between HN
and LN conditions was observed in Awgp(from the leaf rank number 13 for HN to 15 for
LN) and Californiungs (from the leaf rank number 12 for HN to 15 for LRgble D-S3).

DISCUSSION

Deciphering the components of NUE in oilseed rapeeveals four groups of genotypes
differing by their responses to low nitrate availalility

As previously observed in spring oilseed rape ggrex (Balint and Rengel, 2008;
Svecnjak and Rengel, 2006), differences in leafaiss production (L&) and NUE (Figure
D-1) were found between the ten winter oilseed rg@eotypes at the vegetative stages in
both N conditions. An interaction N supply x germmywas found for LB.q and NUE (Table
D-S1), indicating different responses to N limibatibetween the ten genotypes. In addition,
differences of NRE in the source leaf (NREwere observed with an interaction N supply x
genotypes<0.001; Table D-S1). These differences allowed fesponse profiles to low N
supply to be defined on the basis of the NRENd the LB,q under LN compared to HN
conditions.

The Group 1 included Darmor, ES-Astrid, Lioness #&wakse (Figure D-5). These
genotypes were characterized by a decrease jpdider LN compared to HN (Figure D-
1A), despite a high NREs in both N conditions (over 50% of N remobilizedgéire D-2)
which was a consequence of efficient remobilizatiérsoluble proteins (greater than 50%;
Figure D-3) and amino acid export (greater than 5iFigure D-4). Whatever the N supply,
the genotypes of this group presented a similar NRExcept ES-Astrid; Figure D-2), as
well as the same amount of remobilized N (Figur&D-and N content in the source leaves
after 21 d of treatment (data not shown). Thesa daggest that genotypes of Group 1 are
characterized by N remobilization that is insemsitio the low nitrate supply (Figure D-2), a
trait that has not been described before in othetewoilseed rape genotypes.

Samourai alone was classified into Group 2 (FigassB). Similar to the genotypes of
Group 1, Samourgk showed a decrease in the g4 in response to LN supply (Figure D-
1A), but unlike Group 1 the NR&; was considered to be inefficient in both N corahis
(Figures D-2 and D-S1). Surprisingly, the high lewé soluble protein remobilization in
Samourai,, under both N conditions (greater than 70%; Figide® and D-S2) did not lead
to an efficient N remobilization (less than 50%gufie D-2 and D-S1). This was not related to
an accumulation of amino acids in response of teitlanitation (Figure D-4) meaning that
amino acid export was not limiting. Therefore, t@lain why there was no positive impact
on the NRE4 despite the large remobilization of soluble pnageithe first hypothesis is that
the insoluble proteins are weakly degraded in Saaigu compared to other genotypes. In
fact, the thylakoid-bound proteins may represen®630f the total proteins in leaf
photosynthetic tissue and up to 20% of the N indék (Hortensteiner, 2006; Matilet al,
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1996), making these proteins a crucial N source rEmobilization. Therefore, a low
degradation rate of thylakoid-bound proteins cadl l® a low N remobilization. Additionally,
by using a chlorophyll meter system (SPAD-502 mpdélappeared that the chlorophyll
content decreased in source leaf of Samourai 2ftelays under LN conditions (SPAD value:
18.63+4.59) compared with HN treatment (SPAD vaBR®&93+1.13, data not shown). These
data suggest that chlorophylls are probably weliraded in source leaf of Samourai in
response to N limitation. Even if the degradatidrcllorophylls is significant it could be
possible that the recycling of N associated to rghbylls is limiting in senescing leaf of
Samourai, another hypothesis that could explaindéfault in NREks. The last hypothesis
could be related to a weak re-assimilation of amendoy specific enzymes (Masclaux-
Daubresseet al, 2008) or a low degradation and/or export of misj which can both be
released by proteolysis (Hortensteiner and Fel@2). Further analysis of the proteolysis
processes is needed to validate these hypotheses.

Group 3 corresponds to the genotypes Montégo, Bgpaad Californium (Figure D-
5), which also showed a lower biomass productioteur.N conditions (Figure D-1A). As
previously observed for oilseed rape (Desabsl, 2009; Etienneet al, 2007; Gomberet
al., 2010; Svecnjak and Rengel, 2006), these genotyees able to improve their leaf N
remobilization in response to LN supply (Figure P-Phis higher N remobilization resulted
from an increase in protein degradation (Figure)x3d amino acid export (Figure D-4).
However, compared to Aviso and Ténor under LN cima, the rate of soluble protein
degradation was not the most efficient (Figure Di8Yicating that the mechanisms can
probably be improved in the genotypes belonginGroup 3.

Finally, Group 4 included two genotypes (Aviso arehor) capable of producing the
same leaf biomass in both N conditions (Figure D-1is maintenance of Lf3q under LN
conditions was related to a large increase in pREigure D-2) due to an improvement in
soluble protein degradation (Figure D-3) and amaecal export in response to the low N
treatment (Figure D-4).

In summary, this profiling approach allowed fouspense profiles to N limitation to
be distinguished and gave clues to determine thgsiplogical traits of efficient N
remobilization at the leaf level. After 21 daysMftreatment, the amino acid contents in the
source leaf (between 1.14 to 11.7 umbdIEM; Figure D-4) was similar to those obtained in
previous work on oilseed rape cv. Lirajet and Gap(it1 pmol.g" FM, (Tilsneret al, 2005) ;
6 umol.g* FM, (Desclos, 2008). Even if a genotype x N treattrinteraction was observed
for the amounts of amino acids after 21 days (T@b®1), suggesting that the remobilization
of amino acids is of different amplitude for the @enotypes in response to N limitation, the
low amount of amino acids observed for the ten ggres in both N conditions (Figure D-4)
indicated an efficient export. These data confilm previous results on winter oilseed rape
cv. Lirajet (Tilsneret al, 2005) and Capitol (Desclos, 2008). Because th&dRvas highly
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correlated to the amino acid remobilization und@& tieatment (r= 0.83p<0.001) and LN
conditions (r=0.91p<0.001; Table D-S4), these results confirmed thatdxport of amino
acids released by proteolysis is crucial for a M@RE. The NRIE, and the degradation of the
soluble proteins were also strongly correlated urdi® (r=0.66,p<0.001) as well as LN
conditions (r=0.67p<0.001; Table D-S4). Indeed, in both N conditioashigh NREas
(Figure D-2) was strongly associated with a highmBlg,: (Figure D-3), except for the
genotype Samourgp. In addition, the enhanced N remobilization of Beoup 3 and 4
genotypes was linked to an increase in solubleeprategradation, which is in concordance
with previous results obtained on cv. Capitol (Deset al, 2008; Desclost al, 2009;
Etienneet al, 2007). Rubisco can represent up to 65% of thebs®lproteins in C3 plants
(Ellis, 1979) and its degradation can represent &B%he decrease in soluble proteins in
barley leaves (Friedrich and Huffaker, 1980). Idiidn, its content is quite representative of
the N content in various crop plants, such as oickarley (Evans, 1989; Mast al, 1983;
Makino, 2011; Makincet al, 1984; Srivalliet al, 2001). Consequently, the improvement in
Rubisco recycling ife. degradation and export of amino acids) can beiardor the
optimization of N remobilization (Fellest al, 2008; Maeet al, 1983). Further studies will be
required to unravel the current knowledge about tiechanisms involved in Rubisco
degradation (Felleet al, 2008; Katoet al, 2001), especially in the case of oilseed rape, fo
which Rubisco degradation remains largely an enigma

The high NREa of the genotypes capable of maintaining their,b8Bunder LN
conditions (Aviso and Ténor; Group 4; Figure D-igHtighted that the leaf NRE may play an
important role in NUE. However, the Groups 1 anal® showed an efficient NRE under
LN conditions (Figure D-2B) without maintaining th&B g, SUggesting that (i) the NRE
is not representative of the total N remobilizatadrthe whole plant level and/or (ii) a failure
in the redistribution or utilization of this elenteim the young leaves. To validate these
hypotheses, one genotype representing each grosichesen in order to investigate the N
fluxes at the whole plant level: Oage Samourai,, and Californiung,s, which showed
decreases in the By under LN conditions and Avigp, which was able to produce the
same LB,q Whatever the level of nitrate supply.

Efficient N remobilization needs to be associated ith an efficient NUtE in the young
leaves to improve NUE

To identify the limiting factors responsible foretHower LB,oq Observed in the
Groups 1 and 3 genotypes under LN conditions, hekfore, define the components of NUE
responsible for maintaining the L&y of the Group 4 genotypes, the total N amounts from
remobilization and absorption at the whole plameldFigures D-6A and 6B) were estimated
for the four selected genotypes thanks to the MeBuestimated at the whole plant level
(Figures D-S3 and D-S4)
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Surprisingly, the amount of remobilized N under tté supply was not higher in
Avisogs (able to maintain its LBog under LN supply; Group 4) than in the genotypestbér
three groups (Figure D-6B), despite a higher NREFigure D-2). Due to the fact that the
amount of remobilized N was highly dependent onNhemount in the source organs, a NRE
index was estimated as the amount of remobilizex I8 percentage of the N stored in source
organs. As shown in Figure D-6B, all the genotyyese able to improve their NRE at the
whole plant level under LN supply, as previoushsetved forArabidopsis(Lemaitreet al,
2008; Masclaux-Daubresse and Chardon, 2011), @etpet fact that a similar NRE was
observed for Samougs and Oasgs (Figure D-2). Indeed, no significant correlatiomsv
found between NRE and NRE under LN conditions (r=0.20; Table D-S5), demoeistg
that the NRE at the leaf level is not representat¥ the NRE at the whole plant level. A
lower N amount was observed in old leaves of sp(@wecnjak and Rengel, 2006; Yau and
Thurling, 1987) and winter (Desclet al, 2009; Etiennest al, 2007) oilseed rape, and our
results confirm that an increase in NRE not onlguss in a single source leaf but also at the
whole plant level.

Our investigations on N fluxes of remobilizationvhaalso revealed that the amount of
N remobilized from leaves towards roots increasedrasponse to LN conditions for
Samourai;,, Californiumsz and Aviseyrs but not for Oasg: when compared to HN
treatments (Figures D-S3 and D-S4). This incred$¢ coming from the leaf remobilization
to the roots may help to sustain the root proltferaand maximize the N uptake as far as
possible. Indeed, in our experimental conditiohs, oot biomass observed after 21 days of
LN treatment was maintained in Samodgfai Californiumsz and Avisg;, to a level not
significantly different to HN treatment (data ndtosvn). Nevertheless, under low mineral
availability, this increase of N distribution towdarthe root system is at the expense of the
remobilization of N towards the aerial organs tbatild be used to sustain the growth of
young leaves.

The higher NRE of Avisgs under LN led to a lower amount of N lost through
senescent leaf drop compared to the other threetymas (Figure D-S4). The correlation
between the NRE and the NUE under LN condition®.65, p<0.05; Table D-S5) and the
lower N loss by leaf drop associated with the higi&E in Avisas4 confirmed the results
obtained previously for four spring oilseed rapaagpes (Svecnjak and Rengel, 2006) and a
simulation suggesting that a decrease in residual déad leaves may lead to an increase in
the NUE (Malagoliet al, 2005a). Consequently, Avigq wasted less N during the vegetative
stages under LN conditions (Figure D-S4), which esathis genotype a good candidate to
understand the molecular mechanisms involved intihg leaf N loss and, therefore,
reducing economic cost and risk of environmentdlugon of oilseed rape crop.

The processes of proteolysis involved in N remahbtion are linked to the
mechanisms of senescence. Indeed, for Ayisand Californium,s, the increase in the total
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amount of remobilized N (Figure D-6B) was assodatgth a higher number of senescing
leaves (Table D-S3) while Oasehad a similar amount of remobilized N (Figure D)&Bd

a similar senescence status (Table D-S3) in botleoNditions. The higher number of
senescing leaves observed under LN compared to HMitons for Avisg;, and
Californiumgs (Table D-S3) is in concordance with the previoasutts obtained with cv.
Capitol in field (Gombertet al, 2010) and hydroponic conditions (Etienat al, 2007;
Gombertet al, 2006), and with spring oilseed rape in greenhawsalitions (Svecnjak and
Rengel, 2006). However, this is the first time,oler knowledge, that a similar senescence
status has been observed in response to two ctmdréé$ supplies (genotypes Oageand
Samourai,,; Table D-S3). Surprisingly, a correlation betwées number of senescing leaves
and the amount of remobilized N was found only urtdid conditions (r=-0.66p<0.05) and
the number of senescing leaves was not correlateahy component of NUE under LN
conditions (Table D-S5). Consequently, despite #teong relationship between leaf
senescence and N remobilization during the vegetatages, the number of senescing leaves
is not a good indicator to select genotypes wighiNUE under a low N supply.

These results showed that Awigpwas able to obtain a higher leaf biomass prodactio
under LN conditions than the other genotypes withbaving the highest amount of
remobilized N at the whole plant level. To expl#irs result, the first hypothesis is that there
is a better redistribution of the remobilized Nthe young tissues for Avigg than for the
other genotypes. Surprisingly, under LN conditiorthe amount of remobilized N
redistributed to the younger leaves in Aygavas similar to Oasg and Samouraj,, but all
were lower than in Californiugy (Figure D-7). Indeed, no correlations were foueteen
the total N amount distributed to the younger lsaard the total amount of remobilized N
(r=0.25) or the NRE (r=-0.16; Table D-S5). Due e fact that the N uptake under LN was
almost equal to zero (Figure D-6A) for all genotypihe better LBoq of Avisogs (Figure D-

1) therefore cannot be explained by a differenaltdt amount distributed to the younger
leaves (Figure D-7). Instead it is due to a bedtslity to produce leaf biomass with a limited
N amount, reflecting an enhanced utilization (NUtE) the young leaves (Lfa per
milligram of N distributed to the younger leaveggufe D-7). Differences in NUtE were also
previously highlighted for spring oilseed rape (Babhnd Rengel, 2008; Balint and Rengel,
2011; Yau and Thurling, 1987) without determiningwhthe remobilization and/or the
assimilation in young tissues were involved. Beeatlse NUtE index was estimated
specifically in growing and emerging leaves, owulss showed that the improvement in
biomass production at the vegetative stages uredriated N supply is linked to efficient
utilization of the remobilized N in young tissudsis result is in accordance with previous
work showing that an improvement in the sourcengiie of an oilseed rape mutant over-
expressing enzymes of assimilation significantlpioved the NUE (Good and Beatty, 2011,
Goodet al, 2007).
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CONCLUSION

Our results confirmed that an enhanced N remolidimaduring the vegetative stages
contributed to improving the NUE by reducing thddss by leaf drop, but this needs to be
associated with an efficient utilization of the m@lized N in young tissues to improve leaf
growth. Yield is the product of the growth rate ath@ duration of the vegetative period
(Diepenbrock, 2000) and the biomass productionilseed rape before flowering appears to
be crucial for the yield of 40 genotypes (Yau amdifling, 1987). Consequently, an enhanced
leaf biomass production by improvement in both Nl NUE at the vegetative stages may
increase seed yield with a reduction of N inputsede results confirmed the crucial role of
NRE (Dejouxet al, 2000; Malagoliet al, 2005b) and the profiling study of ten genotypes
showed that the high leaf NRE is associated withnanacid export, which is efficient
whatever the genotype and the N supply. In additioe leaf NRE is strongly correlated with
proteolysis, suggesting its key role in leaf NREpiovement, except for one genotype
(Samourai). Further studies are in progress te@beltaracterize the proteolysis mechanisms
involved in the contrasting leaf remobilizationtbése genotypes.

ACKNOWLEDEMENTS

This work was funded by the French National Redeahgency (ANR-07-GPLA-016
GENERGY: Improvement of the oil yield of the rapedecrop in the context of bio fuel
production; ANR-11-BTBR-004 RAPSODYN - Investmeiffts the Future: Optimisation of
the RAPeSeed Oil content anD Yield under low Nigognput) and by a Ph.D. grant to Mrs
Alexandra Girondé from the French Ministry of Reska The authors would like to thank
Dr. Nathalie Nési, INRA (UMR 1349 Institut de Géa@e, Environnement et Protection des
Plantes, INRA, Agrocampus Ouest, Université de Repnvho is the leader of these two
ANR-programs and Ms Marie-Paule Bataillé, Ms Anmarfi€oise Ameline, Mr Raphaél
Ségura and Mr Cédric Scher for their technical lelplant harvest and N analyses

91



Table D-S1: Source of variation for LB, NUE, NRE., Remoh,, and
Remob,, and the amount of amino acids (after 21 days of N treatment) in the
source leaf of ten genotypes of winter oilseed rape.

Source of variation
N supply (N) Genotype (G) NxG
Fn r Fs Frxe
Leaf biomass production (LBy) | 277.46 ** -0.64 *** 20.89 *** 4,76 ***
N use efficiency (NUE) 2937.02 *  -0.91 *** 25.21 *+* 21.31 ***
N remobilization efficiency in - - o -
source leaf (NRE,) 47.09 0.49 7.83 4.73
Soluble proteins remobilization ip 04,43 ** -0.24 22 0 *r* 518 *
source leaf (Remgh,)
Remobilization of amino acids if 30.53 *++ .0.37 ** 15,30 ** 111
source leaf (Remah
Amount of amino acids in sourcg 87.00 *++ 0.67 ** 4.80 *+ 071 *
leaf after 21 days of N treatmerft ' ' ' '

The main source of variation was deduced from an ANalysis Of VArianceQ¥\)
where N treatment (N), genotype (G), and the N treatment x genotype (NxG)
interaction were tested$3, p<0.05=*, p<0.01=**, p<0.001=***). The resultingF
values are presented below. The r values correspond to the coefficientrefation
between the N supplyn¢30) and (i) the LB, (data given in Figure D-1A), (i) the
NUE (Figures D-1B and D-1C), (iii) the NRE; (Figure D-2), (iv) the Remor};)Ot
(Figure D-3), (v) the Rema} and (vi) the amount of amino acids at Day 21 (Figure
D-4).
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Figure D-S1: Amount of N remobilized in a source leaf of ten genotypes supplied withle (HN:
3.75 mM nitrate, panel A) or low N (LN: 0.375 mM nitrate, panel B). The data spwad to the N
amount (milligrams) remobilized during the 21 days of the experiment. fRignt differences
between the two N treatments and the genotypes are indicated bysksstend letters a, b and ¢
respectively =3, p<0.05).
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Figure D-S2: Amount of soluble proteins remobilized in a source leaf of ten genotypedisdppth
ample N (HN: 3.75 mM nitrate, panel A) or low N (LN: 0.375 mM nitrate, panel BjeTdata
correspond to the amount of soluble proteins (milligrams) degradegdtine 21 days of the
experiment. Significant differences between the two N treatsn@nd the genotypes are indicated by
asterisks and letters a, b and c respectiveyd( p<0.05).
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Figure D-S3: N fluxes at the whole plant level of Oage (A), Avisog,, (B), Californium,,; (C) and Samourgj, (D)
supplied with ample nitrate (HN: 3.75 mM). The N amount and fluxes comioig fremobilization or uptake are expresse
in milligrams per plant. SF means “source leaf” which corresponddeafanature at DO that became senescent during t
experiment for all genotypes. The leaves above the source leaf, rsaiklieaves, were pooled as new leaves (nodes > ¢
and the leaves below the source leaf, including the source leaf,als@rgooled (nodes SF). The 4 groups of genotypes
were defined in Figure D-5.
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Figure D-S4: N fluxes at the whole plant level of Ogge(A), Avisog,, (B), Californium; (C) and Samourgj,
(D) supplied with low nitrate (LN: 0.375 mM). The N amount and fluxes coming fremabilization or uptake
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were also pooled (nodesSF). The 4 groups of genotypes were defined in Figure D-5.



Table D-S2: Source of variation for N remobilization and uptake at whole
plant level in Oaseg,,,, Samourdy,,, Californium 5, and Avisag,.

Source of variation
N supply (N) Genotype (G NxG
Fy r Fo Frxe

Amount of N remobilized at the
whole plant level
Amount of N taken up at the wholg

84.52 ¥ | -0.56 ** 37.74 ** 13.76 *¥*

104.41 *** | Q.76 *** 1.15 4,21 **
plant level
N Remobilization Efficiency (NRE)| 91.31**| -0.77 ***  10.23 *** 5.69 **
Total N amount distributed to the 45.64 %+ | 0.66 =+ 368 * 058
younger leaves
Remobilized N amount redistributefl 135 -0.15 5 54 * 288 *
to the younger leaves
Amount of N taken up and allocated 130.54 *+ | 0.76 =+ 533 8 45 *r
to the younger leaves
N Utilization Efficiency (NUtE) 36.37 ** [ -0.56 ** 9.4 *+* 3.63*

The main source of variation was deduced from an ANalysis Of VAriance
(ANOVA) test where N treatment (N), genotype (G), and the N tresatdt x
genotype (NxG) interaction were testedn=8, p<0.05=* p<0.01=**
p<0.001=***), The resultingF values are presented below. The r values
correspond to the coefficient of correlation=12) between the N supply and (i)
the amount of N remobilized and taken up at the whole plant level (data given in
Figure D-6), (ii) the NRE expressed as the milligrams of N remnéd per 100

mg of N stored in source organs (Figure D-6B), (iii) the amount of total N, N
from remobilization and uptake distributed to the younger leaves (Figurg D-
and (iv) the N utilization efficiency (NUtE) expressed as the bissproduced
per milligram of N distributed to the younger leaves (g FM-hidj Figure D-7).
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Table D-S3: Theoretical last senescing leaf rank of Oagg, Samouraf,,,
Californium 5,5, and Avisag,,.

Theoretical last senescing leaf rank
Genotype Day 0 Day 21
HN LN
Oase 7 17 17 (=)
Samourai 5 13 13 (5)
Californium 5 12 15 (+)
Aviso 5 13 15 (+)

The theoretical last senescing leaf rank was determinetyubie SAG12/Cahlindicator previously
described by Gombest al. (2006) at DO and after 21 days of culture with ample N (HN: 374
nitrate) or low N (LN: 0.375 mM nitrate) supply. The leavesres@umbered in order of appearance
where 1 was the oldest leaf and a higher number for the thealéddst senescing leaves means an
increase in senescence. The plus sign given in parentmelitaies an acceleration of senescence
progression and the equal sign a similar senescence psagres LN compared to HN.

Table D-S4: Correlation between the LB, ;, the NUE, the NRE_,, the Remoh, ., and
the Remoly,, in the source leaf of ten genotypes of winter oilseed rape.

NUE | NRE, |Remoh,,| Remoh,

-0.17 -0.59 0.18

-0.59 0.18

HN

NRE. | 0.62 0.66 ***

Remoh | 0.29 0.29

Remoh,| 0.51 0.51

The correlation was determined by the Pearson tesB(, *=p <0.05, **=p <0.01, ***=p<0.001).
LB,.s leaf biomass production in grams (data given in Figure D-1AUE: N use efficiency
expressed as the LB per milligram of N provided by the nutrient solution (Figer®-1B and D-
1C). The NRE,;: N Remobilization efficiency of the source leaf (% of N reniaed; Figure D-2).
The Remof,,and the Remafy remobilization of the soluble proteins and amino acidshisource
leaf, respectively (Figures D-3 and D-4).



Table D-S5: Correlation between the LB, ,, the NUE, the amount of N from remobilization and uptake, the
NUtE, NRE and leaf senescence status of Oage, Samourd,,, Californium g 5, and Avisog,,

Ntot Nremob Nuptake
Nremob | Nuptake | toward | toward| toward [ NRE | NUtE Senescend
NUE | whole | whole | the the the | whole | whole status NRE
plant | plant | younger|younge| younger| plant | plant
leaves | leaves| leaves
0.99**| -0.34 0.26 0.43 -0.10 0.51 -0.07 0.06 -0.10 -0.1L6
NUE 0.99%** 0.26 0.43 -0.11 0.51 -0.0Y 0.05 -0.11 -0.15
N
remob -0.49 0.21 0.39 0.10 -0.28 -0.5p -0.64* 0.74*
whole plant
N
uptake -0.07 -0.07 0.22| 0.95**4 -0.36| -0.84**f -0.73* | 0.31
whole plant
Ntot
t d th
owarding - 915 | -0.15| o0.25 0.46| 095+ 054 -0787F 0357 .73
younger
leaves HN
Nremob
toward the 14 | 0.14| 0.60*
younger
leaves
Nuptake
towardthg 13 | 913| 0.05
younger
leaves
NRE 0.65* | 0.65*| -0.47 .05
whole plant
NULE 0.55 0.55| -0.59*
whole plant
S
eneseent 052 | 052| o027 po*
status
NRE 0.63* | 0.63*| -0.10
LN

The correlation was determined by the Pearson testZ, *=p<0.05, **=p <0.01, ***=p<0.001). LB, leaf biomass
production in grams (data given in Figure D-1A). NUE: N ustcegncy expressed as grams of LB per milligram of N
provided by the nutrient solution (Figures D-1B and D-1C), ]\, whole plant: amount of N remobilized at the whole plant
level, NRE: N remobilization efficiency expressed as miiims of N remobilized per 100 mg of N in source organs (Figure
D-6). Nypake Whole plant: total N amount taken up throughout the expeninf€igure D-6). N,, toward the younger leaves:
total N distributed to the younger leaves, including the dhfrremobilization (N,,,,,t0 the younger leaves) and from uptake
(Nypraketo the younger leaves; Figure D-7). The NUtE: N utilizatidficeency expressed as the grams of | B per milligram

of N distributed to the younger leaves (Figure D-7). The searce status: number of senescing leaves at whole plasit lev
(Table D-S3). NRE,; the N remobilization efficiency in the source leaf (Figive2).
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I.1l. Article 2 : A comparative study of proteolyti c mechanisms during leaf senescence of

four genotypes of winter oilseed rape highlighted elevant physiological and molecular

traits for NRE improvement

Abstract

Winter oilseed rape is characterized by a low N eSiiency related to a weak leaf N
remobilization efficiency (NRE) at vegetative stagBy investigating the natural genotypic
variability of leaf NRE, our goal was to characterithe relevant physiological traits and the
main proteases classes associated with an effigret¢olysis and high leaf NRE in response
to ample or restricted nitrate supply.

The degradation rate of soluble proteins and tbhéepr D1 (a thylakoid-bound protein) were

correlated to N remobilization, except for the ggpe Samourai which showed a low NRE
despite a high soluble protein proteolysis. In oese to restricted nitrate, high degradation of
soluble proteins was associated with serine, aystand aspartic proteases at acidic pH.

Low leaf NRE was related to a weak proteolysis othbsoluble and thylakoid-bound
proteins. The results obtained on the genotype 8eanhsuggest that the timing between the
onset of proteolysis and abscission could be detemmh The specific involvement of acidic
proteases suggest that autophagy and/or senesassmeated vacuoles are implied in N
remobilization in response to N limitation. Dataeealed that rate of D1 degradation could be
a relevant indicator of leaf NRE and used as aftagblant breeding.

Keywords: Brassica napus N remobilization, genotypic variability, protesig, acidic
proteases.

Abbreviations : N, nitrogen; NUE, nitrogen use efficiency; NUtBjtrogen utilization
efficiency; NRE, nitrogen remobilization efficiencMAE, nitrogen assimilation efficiency;
HN, high nitrogen; LN, low nitrogen; LHCII, lightdrvesting complex II; PSII, photosystem
II; CP, cysteine proteases; SP, serine proteadesagpartic proteases; MP, metalloproteases;
CV, chloroplast vesiculation protein; CCV, CV-coniag vesicles; SAV, senescence-
associated vacuoles; RCB, Rubisco-containing bpdid&D41, chloroplast nucleoid DNA
binding protein 41; FtsH, filamentation temperatseasitive H proteases; lhcb3, LHCII type
1] chlorophyll a/b-binding protein; Rubisco, Rilmge-1,5-biphosphate
carboxylase/oxygenase; PE, soluble protein extia8t), large subunit of Rubisco; SSU,
small subunit of Rubisco
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1. Introduction

Nowadays, 85-90 million metric tons of nitrogenofestilizers are used worldwide
annually, and it is expected to increase at ledslidBby 2050 (Goockt al, 2004; Tilman,
1999). The N fertilizers in excess may lead to wated soil pollution due to leaching and
cause emissions of greenhouse effect gas (nitreige)oinvolved in the global warming.
Oilseed rape, which is the third most cultivatedagjinous crop worldwide, needs high level
of N fertilizers (160-250 kg.h§ to reach the expected seed yield (Ratkkeal, 2005).
Moreover, the average N use efficiency (NUE) of teinoilseed rape (10 kg DM. RgN
available) is lower than other crops, such as wihtgley, wheat and oat (23 to 27 kg DM.
kg N available) (Sylvester-Bradley and Kindred, 2008)leed, despite the high capacity of
mineral N absorption of oilseed rape (Laiegal, 1993), only 50% of the N fertilizer is
recovered in seeds at harvest (Schjoerengl, 1995). Consequently, in order to improve the
agro-environmental balance of oilseed rape, thenigdtion of NUE is becoming one of the
main challenges in current breeding programs.

The NUE is the result of the N uptake efficiencyUME) and the N utilization
efficiency (NULE). Investigations on 4 spring geypes (Svecnjak and Rengel, 2006) or 10
winter genotypes (Girondét al, 2015b) have highlighted that genotypic variatiohdNUE
of oilseed rape at vegetative stages were maitdyee: to NUtE. In addition, even if a high N
uptake is an obvious prerequisite to a high NUE, ithprovement of NUtE could lead to
optimize the NUE with a similar or a lower amourithd taken up, which is expected in a
context of lower N inputs. The NUE includes twongmnents: the N remobilization
efficiency (NRE) and the N assimilation efficien@yAE). An enhanced NAE can improve
the NUE of Brassicaceae, as demonstrated by mutamiexpressing enzymes of the N
metabolism (glutamine synthetase, alanine aminsteaase etc.) of oilseed rape and
Arabidopsis(Good and Beatty, 2011). On the other hand, avégetative stages, the leaves
of oilseed rape may fall on the solil after absoisswith a high residual N (up to 3.5% of N in
leaf dry matter) (Malagolét al, 2005b), which could lead to a N loss of 100 kpdt.yeai*
(Dejoux et al, 2000). In addition, the removal of 50% of leadesing vegetative stages led
to a decrease of 30% of pod walls number, despitiglzer growth and N uptake (Noquett
al., 2004). Moreover, simulations carried out by mbdgl studies have suggested that a
decrease of the residual N amount in fallen ledyes% may lead to an increase by 5-10% of
seed yield of winter oilseed rape (Malaggtlial, 2005a). These results demonstrate that the N
remobilization from leaves during vegetative stagegrucial for growth and seed yield.
Consequently, the characterization of cellular naacdms associated with an efficient foliar
N remobilization would help to identify traits féine selection of genotypes with reduce N
loss and higher seed yield with lower N inputs ahdrefore, decrease the economic cost and
risks of pollution by excessive N fertilization.
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In leaf cells of oilseed rape, N is mainly storedpaoteins (70 to 90% of reduced N-
compounds (Peoples and Dalling, 1988)). During Rhalilization, proteins are mainly
degraded into peptides and amino acids by diffeckrsses of proteases. The resulting amino
acids are exported from the source organs to thle tsssues by phloem vessels, after a
conversion into their transportable form (Lohausd aWmoellers, 2000; Lohaus and
Schwerdtfeger, 2014) by enzymes of N metabolisms@éax-Daubresset al, 2010). The
study of amino acids amount in various subcellgtanpartments in oilseed rape (including
cytosol, vacuole and plastids) did not show anynamacids accumulation during leaf N
remobilization (cv. Lirajet (Tilsneet al, 2005)). In addition, no accumulation of aminodsaci
was observed in senescent leaves of 11 genotypemiar oilseed rape having different leaf
NRE (Descloset al, 2009; Girondéet al, 2015b). As the conversion and export of amino
acids appear efficient at vegetative stages, tbeeplysis is supposed to be the limiting factor
of leaf NRE (Avice and Etienne, 2014). Indeed, sloduble proteins degradation is highly
correlated to the N remobilization in senescentdsaof 10 winter oilseed rape (Gironde
al., 2015b).

The chloroplasts can contain up to 70% of the jpwstef the mesophyll cell (Gan and
Amasino, 1997; Peoples and Dalling, 1988), makiregdismantlement of these organelles a
special interest in the study of N remobilizatiomridg leaf senescence. The ribulose 1,5-
bisphophate carboxylase-oxygenase (Rubisco) idizechin the stroma and can represent
50% of the soluble proteins in the mesophyll ce#.(20-30% of the N in mesophyll cell
(Ellis, 1979; Hortensteiner and Feller, 2002; Kuretal, 2002; Makinoet al, 1984; Matile
et al, 1996)). In addition to the Rubisco, the thylakbmlind proteins of the light harvesting
complex Il (LHCII) of the photosystem Il (PSIl) damns up to 20% of the N of the cell,
which also made their degradation crucial for N obitization (Matile, 1992). The thylakoid-
bound proteins (such as the PSII proteins) areligidh in the membrane by chlorophylls,
which need to be degraded for proteolysis (Héregnst and Feller, 2002). Despite the high
N content of the PSII proteins, their catabolisrtess studied than Rubisco one.

The first step of proteolysis of the chloroplagtioteins, such as Rubisco, is supposed
to be performed by chloroplastic proteases (Maztéteal, 2008b). No involvement of serine
proteases (SP) was clearly highlighted in the déagran of chloroplastic proteins during the
senescence processes of oilseed rape leaves. HoWw&&vere characterized during the leaf
senescence of other Brassicacdaeo(eraceaCoupeet al, 2003)) and in particular Deg and
Clp proteases foArabidopsis(Lucinski et al, 2011a; Luaiski et al, 2011b; Nakabayasleit
al., 1999). The Deg proteases are especially invoinethe efficient degradation of the
thylakoid-bound protein D1 of the PSII in resportsehigh light conditions (Kato and
Sakamoto, 2009). Several Deg proteases are algotahbdlegrade various proteins of the
LHCII in vitro (Lucinski et al, 2011a; Luaiski et al, 2011b; Suret al, 2010a; Zienkiewics
et al, 2012). In addition, the D1 protein is degraded tbg filamentation temperature-
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sensitive H (FtsH) that belong to the class of togieoteases (MP) (Wagneat al, 2012).
Two FtsHs are accumulated during senescence adedilsape leaves in response to nitrate
limitation or privation (Desclo®t al, 2009). These proteases could also be cruciahen t
degradation of the proteins Ihcbl and 3 of the UHEIArabidopsis(Zelisko et al, 2005),
even if a recent study contradicts this result (Wagt al, 2011). In addition, an increase of
metalloprotease activity is observed during post4st senescence of Broccoli (Cougieal,
2003) and a metalloprotease zinc-dependent of eable to degrade Rubisdo vitro
(Brushnell et al, 1993). An aspartic protease (AP) from tobacco,D@N (chloroplast
nucleoid DNA binding protein 41), is also suppostd be involved in the Rubisco
degradation at pH 7.5. In addition, a delayed smrmee and a default in N remobilization
were observed in a knock-out CND41 mutant, sugggsdi crucial role of this AP for leaf
proteolysis associated with senescence in tobd€ato et al, 2001; Katoet al, 2005). A
CND41 homologue was identified fa&rabidopsis(56 % identity) with a similar function
(Diaz et al, 2008), and few proteins &rassica napupresent some similarities to CND41
(up to 52% identity), suggesting that CND41 homalmgxists in oilseed rape.

After a first step of degradation in the chloropgasy SP, AP and MP, a degradation
by proteases from vacuole and/or cytosol is supposeggesting the involvement of
subcellular trafficking. Indeed, proteins of theaosta (such as Rubisco and glutamine
synthetase 2) were found in small vesicles (RCB)jil{€et al, 2003), which are probably
addressed to the central lytic vacuole (linkedhi® mechanisms of autophagy) (Ishetaal,
2014; Ishideet al, 2008) and in small vacuoles (senescence-associateiole; SAV), where
these proteins can be degraded by cysteine prof€&sesuch as SAG12) and SP (Martieéz
al., 2008b). The fact that no PSII proteins were foun&AV or RCB (Chibaet al, 2003;
Martinez et al, 2008a), suggest different pathways of degradakietween stromal and
thylakoid-bound proteins. Consequently, the protgslof thylakoid-bound proteins could be
completely performed in chloroplast during thetfsgep of senescence while stromal proteins
could be degradedia a pathway involving chloroplast and extra-plastidompartments
(Martinezet al, 2008a). However, new vesicles, the CV-containegjcles (CCV) formed at
the final stage of the chloroplast dismantling,godially addressed to vacuoles, contains the
protease FtsH1, a thylakoid-bound protease (WangBimmwald, 2014). In addition, these
vesicles are associated to protein CV (chloroplasiculation), which is supposed to
destabilized the photosystem 1I, leading to a hsgisceptibility of the thylakoid-bound
proteins of the PSII to chloroplastic proteasesmious vacuolar proteases of oilseed rape,
such as CP and AP (Buchanan-Wollaston and Ainswb®87; Desclogt al, 2009; Noh and
Amasino, 1999; Stroehat al, 1997) are supposed to be involved in the degradaif the
chloroplastic proteins during senescence in thi lyacuole and SAV (Martineet al,
2008b). More precisely, proteomics analysis hapented that the CP SAG12 and an AP (Gl:
1326165) are highly abundant during leaf senescamaesponse to nitrate limitation or
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privation (Descloset al, 2009) or in dead leaves of oilseed rape cv. ChgDesclos-
Théveniauet al, 2014), suggesting a role of these specific pssgdn the late phase of
senescence. At least, tfig subunit of the proteasome 26S, mainly localizethe cytosol,
was accumulated in senescent leaves of oilseedimasponse to a limitation/privation of
nitrate (Desclogt al, 2009), but its role remains unknown.

By investigating the natural genotypic variabiligf the leaf N remobilization
observed in 4 genotypes of winter oilseed rapeegetative stages (Aviso, Oase, Samourai
and Californium) (Girondé@t al, 2015b), the present study aims to characterieegdlevant
physiological traits and the main proteases clagssociated with an efficient protein
remobilization, which could be used as a tool fanp breeding. To reach this goal, the
dynamics of leaf N remobilization were studiedefation with the changes in the amino acid
amount, the degradation of soluble proteins (indgdRubisco) and thylakoid-bound proteins
of the PSII (D1 and lhcb3), and the proteolytiawaties at acidic and neutral pH.

2. Materials and methods

2.1. Experimental Design

Four genotypes of winter oilseed rapBrgssica napusL. cv. Aviso, Oase,
Californium and Samourai), known to present a estéd foliar N remobilization, were
chosen from a preliminary screening of 10 genotyjizisondéet al, 2015b). Briefly, after
germination, plants were transferred in pots (hipfger pot) in perlite (2v) / vermiculite (1v)
under greenhouse conditions (thermoperiod of 2@f&y16h) and 15°C (night-8h)). Plants
were supplied with 90 mL of 25% Hoagland nutrieatluson (1.25 mM Ca(Ng),,4H,0,
1.25 mM KNQ;, 0.5 mM MgSQ, 0.25 mM KHPO,, 0.2 mM EDTA, 2NaFe,3D, 14 uM
HsBOs, 5 uM MnSQ, 3 uM ZnSQ, 0.7 uM (NH)sM070z4, 0.7 puM CuSQ@ 0.1 CoC))
renewed twice a week. From this transfer in pot$ dmring 6 weeks, the nutrient solution
contained 3.75 mM of labelledN-nitrate (2.5 atom% excess), in order to estinpaéeisely
the leaf N remobilization (Saloet al, 2014). After the 6 weeks of labelling, thi&\-nitrate
was removed from the nutrient solution and repldmgd*N-nitrate (corresponding to Day 0
(DO) of the experiment). The plants were then segdptiuring 21 days with 25% Hoagland
solution (90 mL.day per plant) with two different N concentrationsghi(HN: 3.75 mM) or
low nitrate (LN: 0.375 mM). Along the experiment| kaves were numbered in order of
appearance (leaf rank #1 corresponded to the oldaft To study the processes of N
remobilization, a leaf mature at DO undergoing searce during the experiment, was chosen
on the basis of its leaf area (by LI-COR 300 aredem LI-COR, Lincoln, NE, USA) and
chlorophyll content (determined by SPAD: Soil Plalmbalysis Development; Minolta,
SPAD-502 model) as previously described by Giroatal. (Girondéet al, 2015b). This
leaf, called the “source leaf”, presented a mednevéor leaf area of 127.91 érfi- 18.60% of
variation) for leaf area and 52.20 (+ 5.52% of &aoin) for SPAD in the 4 genotypes. This
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source leaf corresponded to leaf rank number 1Cé&bifornium and leaf rank number 12 for
the other genotypes. The source leaf was harvedted 14 (D14) and 21 (D21) days of N
treatments. Half of the source leaf was freezeddfier dry matter quantification and
biochemical analysis, and the other half was frameiiquid nitrogen and stored at -80°C for
further protein quantification and proteolytic agsa

2.2. Quantification of total N and*®>N amounts

To determine the foliar N remobilization, the N dfild amounts in the source leaf of
the 4 genotypes were quantified at DO, D14 and bglan elemental analyser (EA3000,
EuroVector, Milan, Italy) linked to a continuousof isotope mass spectrometer (IRMS,
IsoPrime GV instruments, Manchester, UK).

2.3. Extraction and quantification of amino acids

For the extraction of amino acids, 1 mL of sodiunogphate 100mM (pH 7.5) was
added to 25 mg of freeze-dried leaf samples andbated twice (30 min, 80°C) with 1 mL of
80% and 50% ethanol, respectively. After each iatiob, the resulting mixtures were
centrifuged (10 min, 12 00§) 4°C) and the supernatants containing amino aceis pooled,
evaporated and re-suspended in water. To deterthen@mino acid concentration, 1 mL of
ninhydrin reagent (112 mM ninhydrin and 3.85 mMdhioride in 100 mM citrate buffer pH
5, 50% Dimethylsulfoxide (DMSO), v/v) were added1i@0 pL of amino acid extract. After
incubation for 20 min in boiling water and 10 min e, 5 mL of 50% ethanol were added
and the absorbance was read at 570 nm. The coatentof amino acids was calculated
using a range of L-leucine standards from 0.2 nol\2

2.4. Extraction and quantification of soluble proteéns

The soluble proteins of the source leaf were eteachérom 200 mg of fresh matter
previously crushed in a mortar with liquid nitrogenpresence of 500 pL of citrate (20 mM)-
phosphate (160 mM) buffer (pH 6.8) containing 50 ehgolyvinylpolypyrrolidone (PVPP).
The homogenate was centrifuged 1 h at 12@@°C) and the supernatant, containing the
soluble proteins, was adjusted in a microtube @ BQ with citrate-phosphate buffer. The
concentration of the soluble proteins was quartibg protein-dye staining (Bradford, 1976)
using bovine serum albumin (BSA) as standard.

2.5. Determination of proteolytic activities usinghe Rubisco large subunit as substrate

In order to identify the proteases involved in geteolysis processes associated with
leaf N remobilization in the 4 genotypes, a tespuaiteolytic activities using large subunit
(LSU) of Rubisco as a substrate was performed esgce of specific inhibitors of the
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different classes of proteases at pH 5 and 7.5(@#&et al, 2015a). Because this previous
study on senescing leaves of oilseed rape demtetstitzat the variations between biological
repetitions observed for quantification of solulgetein content and for the proteolytic
activity test were not significantly different, tiitaree biological replicates of the soluble
protein extract (PE) obtained from source leaf d#Dwvere pooled for the proteolytic
activities. The pool of protein extracts was eittiaubated at 37°Q+€4t) or not (0) at pH 5

in sodium acetate buffer (125 mM final concentratmntaining 0.8%f-mercaptoethanol,
v/v) for proteolytic activities at acidic pH (pr@tges in vacuole and apoplast) or at pH 7.5 in
Tris-HCI buffer (125 mM final concentration contaig 0.8% f-mercaptoethanol, v/v) for
proteolytic activities at neutral pH (proteasesstroma and cytosol). lodoacetamide (14.5
mM) was used as an inhibitor of cysteine protedB&s+CPI) and aprotinin (68 pM) as a
serine protease inhibitor (PE+SPI). For characéon of metalloprotease and aspartate
protease activities, 11 mM of 1-10 phenanthroliRE{Me+MPI) and 20.6 uM of pepstatin A
(PE+Me+API) were used, respectively. For the irtiobi of proteasome system, 20 uM of
MG132 (benzyloxycarbonyl-leu-leu-leucinol) were ds@PE+DMSO+PI) but, due to the
localization of proteasome in nucleus and cytos®, inhibition was only performed at pH
7.5. Because of the solubility of 1-10 phenantm®liMPIl) and pepstatin A (API) in
methanol, and the solubility of MG132 in dimethyfenide (DMSO), the total protease
activity was also carried out with 0.5% methanalv{(\WPE+Me) and 0.5% DMSO (v/v;
PE+DMSO) as control.

The conditions of the proteolysis test had to befaly adapted to the N treatments
and the pH of incubation. Consequently, the amaoinproteins used for this test of
proteolysis differed between pH conditions: a tafal0 pug (3.3 pg of each triplicate) for the
proteolytic activities at pH 5, and a total of 6 (fgug of each triplicate) for the proteolytic
activities at pH 7.5. By the same way, the durawbnincubation was adapted at pH 5 as
follows: 45 min for HN treatment except for Califtum which needed 55 min; 20 min for
LN treatment except for Californium which requir8@ min. At pH 7.5, the duration of
incubation was 60 min for Oase and 90 min for ttieogenotypes in both N conditions.

At t0O, or after the incubation at 37°@#¢4t), Laemmli 2X buffer (Laemmli, 1970)
containingp-mercaptoethanol (5% ; v/v) was added to the pmos@mples (one volume of
Laemmli 2X buffer per volume of protein extract)fdre protein denaturation for 7 min in
boiling water. The resulting samples were loade&t@in Free SDS-PAGE (Mini-PROTEAN
TGX Stain Free 4-15% of acrylamide, Bio-rad®). Tdleundance of Rubisco large subunit
(LSU) at p and after the incubation at 37°@+4t) was determined by quantification of the
volume of LSU band (My) using Image Lab software (Bio-Rad®). To compahe t
genotypes, the proteolytic activities (% of degtamtaof LSU: %Deg) were defined for 20
min at pH 5 and 60 min at pH 7.5, by the followaguation:

%Deg = [ [ (VLsutO - V|_sut0+At) /T ] X Tx] x 100/ V sy tO
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where sy t0 and sy t0+4t corresponds to the peak volume of LSU bant @indtO+4t,
respectively, T refers to the time of incubatiord af is the time of incubation used to
compare genotypes (20 min at pH 5 or 60 min at &l 7

The inhibition of LSU proteolysis (%lInh) by the f@ifent protease inhibitors was determined
as follows:

%Inh = [VisuinhtO — (Visuinh 10 — Visuinh t0+4t)] X 100 / (M.sucontroitO — Vi sucontrol tO+At)

where \{suinnt0 and M suinn t0+4t correspond to the peak volume of LSU with the masés
inhibitors attO andtO+4t, V sucontroitO @and M sucontrol t0+4t refer to the peak volume of LSU
in the controlj.e. without protease inhibitor # andtO+4t, respectively.

2.6. Detection of proteolytic activities by zymogras

In gelo protease activities were performed as reportedbgninguez and Cejudo
(Dominguez and Cejudo, 1995). For zymograms, theetibiological replicates of soluble
protein extracts at D14 were pooled and a totalofig were loaded per lane. After adding
Laemmli 2X buffer withoujp-mercaptoethanol (Laemmli, 1970), the proteins vesgarated
by SDS-PAGE using a 5.5% polyacrylamide (w/v) stagkgel and a 10% polyacrylamide
(w/v) resolving gel co-polymerised with gelatin X%, w/v). The resulting gels were
incubated 45 min in 25 mL 2-propanol 25% (v/v) aimsed with water. After a 16 hours
incubation (30°C) in 100 mL of sodium acetate buff@0 mM pH 5 containing 10 mM
dithiothreitol (DTT), the gels were stained with28% Coomassie R-250 blue in 50%
methanol and 10% acetic acid (v/v). The proteolgitivities were revealed as clear band
using a destaining solution (20% methanol, 10%iaeatd, v/v) and the gels were analysed
using Image Lab software (Bio-Rad®).

The bands showing a proteolytic activity on the agnams were excised and washed
several times with water. After drying, a trypsimgestion was performed overnight with a
dedicated system (MultiPROBE I, Perkin-Elmer). Thsulting peptides were extracted from
the gel by two incubations period of 15 min in 4%.CHCN solution (w/v). Peptides were
then dried and dissolved in starting buffer (3% 3CN and 0.1% HCOOH, w/v) for
chromatographic elution. Peptides were enriched aegarated using lab—on—a—chip
technology (Agilent, Massy, France) and fragmentesing an on-line XCT mass
spectrometer (Agilent). The ESI LC-MS/MS data wewvaverted into DTA—format files that
were further searched for protein identificationthwMASCOT Daemon (Matrix Science,
(http://lwww.matrixscience.com/)) in the NCBInr—pgot sequence database, Viridiplantae
(green plants), and in the Brassica EST databasasg®a Genome Gateway 2007,
(http://brassica.bbsrc.ac.uk/ )). The spectra ohgeeptide were checked manually.
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2.7. Immunodetections

The western blot of large (LSU) and small subu8$(J) of Rubisco were performed
using the soluble protein extract described bel@w)( For the immunodetection of insoluble
proteins (D1 and Ihcb3) that belong to the photsysil (PSIl) and the filamentation
temperature-sensitive H proteases (FtsH), a speaifethod of protein extraction was
performed (Desclost al, 2008): 200 mg of frozen fresh matter were crushdatie presence
of liquid nitrogen and 50 mg of PVPP and were repsmded in 1.75 mL of acetone
containing 10% trichloroacetic (v/v). The extracasvcentrifuged at 16 00§ (3 min, 4°C)
and the pellet was rinsed as described in Destl@d (Descloset al, 2008). The resulting
pellet was resuspended in R2D2 buffer (5 M urel] thiourea, 2% CHAPS, 2% N-decyl-
N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propanesulfonate, 20 mkhidithreitol, 5 mM Tris(2-carboxy-
ethyl)phosphine, 0.5% IPG buffer pH 4 to 7 (GE Hezdre)) (Mechinet al, 2003). The
concentration of the protein extract was quantitigdprotein-dye staining (Bradford, 1976)
as described below for soluble proteins (2.4).

For the western blot, the three biological repksadf protein extracts were pooled and
15 pg were loaded for protein immunodetection. Aftenaturation with Laemmli 2X buffer
(Laemmli, 1970) containing 59%6-mercaptoethanol (v/v), the proteins were separaed
SDS-PAGE (5.5% and 10% polyacrylamide (w/v) for gtacking and the resolving gel,
respectively) and transferred to a polyvinyliden#udride (PVDF) membrane as described
by Descloset al (Descloset al, 2008). The immunodetection was made using sjgecifi
polyclonal antibodies from rabbit provided by Agnia® for the LSU (1/10000) and the SSU
of Rubisco (1/5000), the Ihcb3 (1/2000), the D1tgirts (1/20000) and the FtsH proteases
(1/2000). The primary antibodies were detected dyosdary antibodies from goat coupled
with alkaline phosphatase (1/12000, Bio-Rad®) f@&U, SSU, Ihcb3 and FtsH. For D1
protein, secondary antibodies from goat coupledh witroxidase were used (1/10000, Bio-
Rad®) and detected by enhanced chemiluminescenicg WWoXPRESS 2D proteomic
Imaging System (PerkinElmer, Courtaboeuf, Franedjnary and secondary antibodies were
diluted in Tris buffer saline, tween 20 (Tris 10 mMaCl 150 mM, pH8, Tween 20 0.15%,
v/v) containing 5% milk (v/v) to avoid non-specifigbridization.

2.8. Statistical analysis

The normality of the data was studied with the Ryaimer test at 95%. Analysis of
variance (ANOVA) and the Tukey test were used tmpgare the means. When the normality
law of data was not respected, the non-paramegst df Kruskal-Wallis was carried out.
Statistical significance was postulated&D.05. The source of variation and the correlations
were determined by an ANOVA and the Pearson tespactively {=p <0.05, **=p <0.01,
***= p<0.001). Three biological repetitions were usad3) and all the data presented are
expressed as the mean * standard error (SE), wiedniglicates were not pooled.

104



Table D-1: Source of variation for the amount of N, 15N, soluble proteins and amino acids in the source
leaf during all the experiment.

Source of variation
N treatment (N) Genotype (G) NxG
Fyn r Fs Faxe
N amount 22.10*** | 0.45** 8.39*** 6.78***
15N amount 5.66* 0.29* 4.55%* 2.82
Soluble protein | g ooy | g 33 1.28 1.14
amount
Amino acid
44.62%* | 0.63*** 5.31** 3.74*
amount

The plants were cultivated in restricted (LN, 0.375 mM) orpden(HN, 3.75 mM) nitrate supply. The main source of
variation was deduced from an ANalysis Of VAriance (ANOVAhere N treatment (N), genotype (G), and N
treatment x genotype (NxG) interactions were tester8(p<0.05=*, p<0.01=** p<0.001=***), The resulting- values
are also presented. The r values correspond to the coorlagitween the N supply and (i) the N, (ii) th¥, (iii) the
soluble protein and (iv) the amino acid amouits12).

A- N amount, HN B- N amount, LN
25 25
20 20
15 15
10 10
% 5 >
@
z 0 0
=)} Aviso (-21%) Aviso (-84%%*)
S Californium (-54%) Californium (-81%%*)
3 Samourai (-43%) E 3 Samourali (-55%)
Oase (-69%) Oase (-80%)
D21 D14 D21
C- 5N amount, HN D- 15N amount, LN
600 600
500 500
400 400
300
600 300 600 o0
500 200 500
rdl 100 ‘G‘a 400 100
5_3 400 —0 o 200 0
> 300 z H—
7 Yaviso (39%) 7 EB3 Aviso (-8896%)
2 200 Californium (-58%) 2 200 Californium (-81%%*)
= Samourai (-73%)

Samourai (-62%) 100
Oase (-74%)

n Oase (-84%)
DO D14 D21

Figure D-8: Changes in N and 15N amounts in the source leaf in response tosteicted (LN, 0.375 mM)

or ample (HN, 3.75 mM) nitrate applied during 21 days.The N and®>N amounts, estimated in HN (A, C)
and LN (B, D) conditions, are expressed as mg N:leafd pg!®N.leaf!, respectively. The percentage
between brackets corresponds to the N &hldecrease at D21 in percentage of the initial level (D0O). DO:
day 0; D14: day 14; D21: day 21. Data are expressed as the smgtandard error (SE). For each genotype,
the statistical differences in kinetics are indicated by tstieb,c and a difference between N treatment is
indicated by an asterisk (n=3, p<0.05).



Chapitre D : Résultats, article 2

3. Results

3.1. Changes in N and®N amounts during N remobilization in the source lef

The N and®™N amounts were quantified to study the N remobiiiain the source
leaf in response to high (HN) or low (LN) nitrategimes applied during 21 days. As
expected, the N andN amounts during all the experiment (at D14 and)D@dre correlated
to the level of nitrate supply (Table D-1) but arsdply x genotypes interaction was found
solely for the N amounpk0.001). For all genotypes, both N &f amounts showed similar
trends during the 21 days of experiment (Fig. DEBcept Aviso, all the genotypes presented
a significant decrease in the N amount after 21sdafy HN conditions (from -43% for
Samourai to -69% for Oase; Fig. D-8A). ComparedhWN treatment, the N remobilization
was enhanced under LN conditions for Aviso (sindgand Californium (at D21) to reach -
84 and -81% at D21, respectively (Fig. D-8B). Atd)leaf N amount in Oase was lower
under LN conditions than in HN plants, but the fiNaremobilization was not significantly
different to HN treatment. Similarly, for Samoura difference of N amount was observed
between HN (-55%) and LN (-43%) conditions afterdzlys of treatment. THEN amount
decreased for all genotypes in HN conditions (Big8C), with the higher depletion observed
for Oase (-74%) and the lower one for Aviso (-3%#6)D21. In response to LN conditions
(Fig. D-8D), an enhancedN remobilization was observed at D21 only for Av{s88%) and
Californium (-81%). Contrastingly, Oase and Sambshowed a similat®N remobilization
at endpoint (D21) under LN conditions compared b tieatment.

3.2. Changes in soluble proteins and amino acids awnts during N remobilization in
the source leaf

The amount of soluble proteins in the source legietid on of the N supplp<0.05)
but no interaction between the N supply and theotygre was found (Table D-1). Under HN
conditions, the amount of soluble proteins decrasgnificantly for all genotypes except
Aviso, with the highest decline for Oase (-79% &1DFig. D-9A). Compared with HN
conditions, a higher decrease of soluble proteias wbserved in Aviso and Californium in
response to LN treatment (-84% and -69% at D2hews/ely; Fig. D-9B), while Oase and
Samourai had a similar decrease under LN conditions

The amount of amino acids was related to the N Igugx0.001) and the genotype
(p<0.01) and an interaction N supply x genotype veasél £<0.05; Table D-1). Under HN
conditions (Fig. D-9C), except for Californium, #&raficant decrease of the amino acid
amount was observed for all genotypes (-77% foreQaS0% for Aviso and -46% for
Samourai). For Aviso and Californium, the declifighee amino acid amount was higher in
LN than in HN treatment since D14 and finally attd -78% and -82% at D21, respectively
(Fig. D-9D). Compared with HN conditions, a lowen@unt of amino acids was observed at
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A- Soluble proteins amount, HN B- Soluble proteins amount, LN
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Figure D-9: Changes in soluble proteins and amino acids amounts in thsource leaf in response to
restricted (LN, 0.375 mM) or ample (HN, 3.75 mM) nitrate applied during 21 days. The amount of the
soluble proteins and 15N, estimated in HN (A, C) and LN (B, D) conditiores geapressed as mg.léadnd
pmol.leafl, respectively. The percentage between brackets corresponds tertimbilization of soluble
proteins and amino acids at D21 in percentage of initial level (D0).day 0; D14: day 14; D21: day 21.
Data are expressed as the meastandard error (SE). For each genotype, the statistical éifées in

kinetics are indicated by letters a,b,c and a difference between tinkatis indicated by an asterisk (n=3,
p<0.05).
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D14 for Samourai under LN supply, but the final amoof amino acids was similar in both
N treatments for Oase and Samourai (Fig. D-9D).

3.3. Impact of nitrate supply on the abundance of Bbisco subunits and thylakoid-bound
proteins of photosystem Il (D1 and Ihcb3)

Under HN conditions, the abundance of the Rubiacgel subunit (LSU; Fig. D-10A)
decreased by 71% for Californium, 52% for Oase &8fb for Samourai, while no change in
LSU abundance was observed for Aviso during thel@ls of treatment, meaning that this
protein is not preferentially degraded in Aviso.eThSU abundance was similar in both N
conditions for Californium and Aviso after 14 dayshile a higher decrease of LSU was
observed at D14 under LN conditions for Oase andds@al. For the Rubisco small subunit
(SSU; Fig. D-10B), the highest decrease under HNditmns was also observed for
Californium (-71% at D21), followed by Oase and Sanai (-50% at D21). The decline of
SSU was similar between HN and LN treatments fon&aai, Californium and Aviso, while
a larger decrease of SSU abundance was obser@akmat D14 in response to LN supply.

Under HN conditions, the highest decrease of thepitein of the photosystem Il
(Fig. D-10C) was observed for Oase (-78% at D21)) @alifornium (-56% at D21) while no
change of D1 protein abundance was observed fasAduring the 21 days of N treatment.
Under LN conditions, the decrease of D1 proteimalamce occurred earlier for all genotypes
and the highest decline was again observed for Q8686 at D14). Under HN conditions,
the abundance of the protein lhcb3 (Fig. D-10D)ra@tein that belongs to the light harvesting
complex IlI, highly declined in the source leaf chs@ (-46%) and Samourai (-53%) at D21,
but not in Aviso and Californium ones. The abun@aotlhcb3 was lower in LN than in HN
plants only for Oase (-50% at D14).

3.4. Proteolytic activities related to Rubisco LSWegradation and identification of the
classes of proteases involved in remobilization tfie source leaf proteins

Because a significant decrease of the soluble ipgot@as observed since 14 days
under LN conditions (Fig. D-9B), the proteases \dibéis were firstly investigated at D14
through the development of an original method ushreg LSU of Rubisco as substrate (see
materials and methods for details). Due to theelangolvement of the vacuolar proteases in
the degradation of the stromal proteins (Robettsl, 2012), the proteolytic activity was
firstly characterized at pH 5 (Fig. D-11 and Fig:SB). Under HN conditions, Oase and
Samourai showed the highest proteolytic activitghwa LSU degradation of 22.7% and
21.7% while it was lower for Aviso (16.4%) and Galnium (15.6%; Fig. D-11A). Under
LN conditions, an increase of the proteolytic at#g occurred for all genotypes and,
contrary to HN conditions, Aviso had the higher @egtion (72%), followed by Oase
(66.5%; Fig. D-11B). To define the classes of puees involved in these proteolytic activities
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A- Rubisco large subunit (LSU)
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B- Rubisco small subunit (SSU)
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Figure D-10: Immunodetections of large (LSU; A) and small (SSU;

B) subunits of Rubisco, D1 protein of the photosystem Il (C) and
Ihcb3 of the light harvesting complex (D) in the source leaf in
response to restricted (LN, 0.375 mM) or ample (HN, 3.75 mM)
nitrate applied during 21 days. The protein extracts of the three
biological repetitions were pooled and 15 pg were loaded per lane for
the immunodetection. The protein abundance was determined with
specific antibodies (see material and methods for details). DO: day O
D14: day 14; D21: day 21. In LN conditions, immunodetection was not
performed at D21 because there was not enough proteins. The variation
of protein abundanceAD21 or AD14) between DO and D21 or DO and
D14 (when D21 is not available) is expressed as % of the abundance
observed at DO and is given on the right of each immunoblot.
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at pH 5, the LSU degradation was quantified in @nes of inhibitors of cysteine proteases
(CPI), serine proteases (SPI), metalloproteased)(siftl aspartate proteases (API). Under
HN conditions, CPI caused the higher inhibitiorpadteolysis for all genotypes: Californium
(50.1%), Aviso (45.6%), Samourai (29.5%) and 0d4$£106) (Fig. D-11C). In response to
LN conditions, the proteolysis of LSU was stronglitibited by CPI for all genotypes (from
36.8% of inhibition for Aviso to 99.99% for Califoium, Fig. D-11D). In addition, a low
inhibition of LSU proteolysis was observed with BBl for Aviso and Oase (4% and 3.3% of
inhibition, respectively) under HN conditions. UndeN treatment, the degradation of LSU
was highly inhibited by SPI for all genotypes, fro28.9% to 60.8% of inhibition for
Samourai and Oase, respectively (Fig. D-11D). Ahibition of LSU proteolysis was
observed in presence of the MPI for Californiumboth N conditions (38.9% and 6.6% of
inhibition under HN and LN conditions, respectivehigs. D-11C and D-11D) and Oase
under HN conditions (7.7% of inhibition; Fig. D-11he degradation of LSU was inhibited
by the API solely for Californium under HN conditi® (11.8%; Fig. D-11C). Under LN
treatment, a substantial inhibition of LSU protessdyby API was observed for all genotypes,
except Californium (from 62.7% for Samourai to 88.0r Aviso) (Fig. D-11D).

Zymograms were also performed at pH 5 to identiy vacuolar proteases whose
activity was specifically induced in leaf duringrmobilization after 14 days of experiment
(Fig. D-12). In both N conditions, proteolytic adties were detected at 70-75 kDa for
Samourai, Californium and Aviso but the proteommalgsis of the corresponding bands by
LC-MS/MS did not allow identifying a protease. Aopgolytic activity was also found at 37
kDa for all genotypes, especially for Aviso and ©@asder HN conditions (Fig. D-12A). In
response to LN treatment, this 37 kDa proteolyttvity was enhanced compared to HN
conditions for Aviso and Oase (Fig. D-12B). Thetpomics analysis by LC-MS/MS showed
that these activities under LN conditions were esded with an aspartic proteaseBrassica
napus(Gl: 1326165; Table D-S6), previously found in escing and dead leaves of winter
oilseed rape cv. Capitol (Desclos-Théven&uwal, 2014; Desclo®t al, 2009). In addition,
another proteolytic activity was found around 30akior Oase and Aviso, higher under LN
(Fig. D-12B) than under HN conditions (Fig. D-12At the proteases were not identified
successfully by proteomics.

The chloroplastic and cytosolic proteases are sigposed to play an important role
in N remobilization (Robertst al, 2012). Consequently, the proteolytic activitiesrgvalso
studied at pH 7.5 (Fig. D-13 and Fig. D-S6). Infbbitconditions, the highest total proteolytic
activity was found for Oase (44.8% and 74.7% of L8&bradation under HN and LN
conditions, respectively; Figs. D-13A and D-13B)ilehthe lower one was observed for
Californium (28.2 and 35.9% under HN and LN cormfii, respectively) and Aviso (30% in
both N conditions). The degradation of LSU was litied by CPI for all genotypes under HN
conditions, with a higher inhibition for Aviso (586) and a lower one for Californium

107



A- Proteolysis of LSU (pH 5, D14, HN) B- Proteolysis of LSU (pH 5, D14, LN)

80 80
& 70 570 ]
_f-cg 60 o _c-cg 60
S, 50 _ i £ 50
D 40 E Californium o 40
° : °
— E Aviso
5 30 s 30
S 20 £ 20
> Hlnn :
0 0 = S
PE

PE

C- Inhibition of proteases (pH 5, D14, HN)
100
90
80
70
60
50 —
40
30
20

P - = W [

CPl SPI MPI API

% of inhibition

D- Inhibition of proteases (pH 5, D14, LN)
100 —
90
80
70
60 ]
50 ]
40
30
20

10
a5 ol m  Hb .

CPI SPI MPI API

% of inhibition

Figure D-11: Total proteolytic activity at pH 5 at day 14 (D14; A,B) and the inhibition of cysteine
proteases, serine proteases, metalloproteases and aspartic pratea by specific inhibitors (C,D).
The plants were supplied with ample (HN, 3.75 mM; A,C) or restricted,(QI875 mM; B,D) nitrate
supply. The proteolytic activity corresponds to the Rubisco largerstflLSU) degradation visualized
on Stain Free gels and quantified by Image Lab software (Bio-Rad) aftéencubation at 3T (for
details see Material and Methods). The total proteolytic actwifis determined with protein extract
(PE) without protease inhibitor and is expressed in percentage oadkggyn after 20 minutes of
incubation. To determine the contribution of the different classesatépses, the extract was incubated
in presence of specific protease inhibitors to determingodreentage of inhibition of LSU proteolysis
observed without inhibitor (% inhibition; C,D). The inhibitors used aiedoacetamide for cysteine
proteases (CPI), aprotinine for serine proteases (SPI), 1-10 pheolare for metalloproteases (MPI)
and pepstatine A for aspartic proteases (API). Due to the sdiulmfi 1-10 phenanthroline and
pepstatine A in methanol, the total proteolytic activity was alstermine with methanol. The detailed
gels are presented in Figure D-S5.
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(21.4%; Fig. D-13C). Under LN conditions, as at plte inhibition of LSU degradation by
CPI increased for Oase (53.25%), Californium (61.3%d Samourai (76.8%), while it
decreased for Aviso (22.4%; Fig. D-13D). Under Hhhditions, the proteolysis of LSU was
weakly inhibited by SPI in the source leaf of Samaduand Aviso and was much higher
inhibited for Californium (25.1%; Fig. D-13C). Iesponse to LN supply, the degradation of
LSU was more strongly inhibited by SPI for Oase.944) and Samourai (49.4%), while it
decreased for Californium (17.3% of inhibition) awds not detectable for Aviso (Fig. D-
13D). The inhibition of LSU degradation by MPI wasly observed under HN conditions for
Oase (20.2%; Fig. D-13C) and under LN conditionsSamourai (24.4%; Fig. D-13D). No
inhibition of LSU degradation by APl was observethatever the genotypes and the N
conditions, except for Samourai under LN conditigh$.9%; Fig. D-13D). At least, the
highest inhibition of LSU degradation was foundonesence of the proteasome inhibitor (P1),
whatever the genotype and the N supply (Figs. D-43€D-13D).

To better understand the involvement of the Ftsttgases (metalloproteases located
in chloroplasts), which were supposed to have a molleaf N remobilization (Avice and
Etienne, 2014; Desclost al, 2009), the abundance of these proteases wasanlgsed
during the 21 days of experiment by immunodetecstiar western blotting (Fig. D-14). In
both N conditions (Fig. D-14), the amount of Ftstnained stable for Aviso and Oase or
slightly declined for Californium during the 21 dayContrastingly, in the source leaf of
Samourai, the abundance of FtsHs strongly decreadeoth N treatments between DO and
D14 and became nearly undetectable compared to g¢hetypes.

4. Discussion

A recent exploration of the genotypic variability the NUE components of winter
oilseed rape at vegetative stages revealed thagjra llomass production in restricted N
supply is linked to an enhanced NRE in leaves aawmtwith a high N utilization efficiency
of the N redistributed in growing leaves (Gironegal, 2015b). This previous work also
confirmed that the amino acids export being geherafficient and the proteolysis
mechanisms appeared to be the main limiting fadbrleaf NRE during sequential
senescence. Consequently, the identification depigsis mechanisms associated with a high
NRE would help to find new traits of selection temtify genotype with higher biomass
production under restricted N supply. To reach t&l, the mechanisms of proteolysis
associated with N remobilization was studied inadetin a senescing leaf of 4 genotypes
(Aviso, Oase, Samourai and Californium) represgndirdifferent profiles of response to a
limitation of nitrate supply, as previously repatigy Girondéet al (Girondéet al, 2015b).
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Figure D-12: Zymograms of the proteolytic activities observed at pH 5n the source
leaf in response to ample (HN, 3.75 mM; A) or restricted (LN, 0.375 mM; B)itrate
applied during 14 days. The soluble proteins of the three biological repetitions at day
14 (D14) were pooled and 75 pg were loaded per lane. The white bandsergprgs
proteolytic activities at pH5 were analysed to identify thetpases responsible in HN
(A) and LN (B) conditions. One aspartic protease was successfudigtiftbd and is
indicated by red arrow (see Table D-S6 for details).
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4.1. The improvement of leaf NRE in Aviso and Caldrnium in response to LN supply is
associated with a higher contribution of acidic préeases

For Aviso and Californium, the N remobilization wnrcHN conditions (Fig. D-8A) is
limited by the degradation of the soluble protgiRgy. D-9A) and, especially for Aviso, by
the degradation of the proteins D1 and |hcb3 (Aig40C and D-10D). In addition, the low N
remobilization of the genotype Californium under Hdnditions (Fig. D-8A) is partially
related to a low amino acid export (Fig. D-9C),igading that amino acids can partially limit
the N remobilization. For both genotypes, the massncrease of N remobilization in
response to LN supply (Fig. D-8B) is associatechwi} a strong degradation of soluble
proteins (Fig. D-9B), (ii) an increase of aminodaekport (Fig. D-9D) and, to a lesser extent,
(i) a higher degradation of the membrane profih (Fig. D-10C). Taking together, these
results highlight that an efficient proteolysis sbluble and thylakoid-bound proteins,
especially the D1 proteins, are needed to readhhaléaf NRE.

For both genotypes, the increase of proteolysissuhdl conditions is linked to an
increase of proteolytic activity at pH 5 (Fig. DB)] associated with a large involvement of
cysteine and serine proteases (Fig. D-11D). Duthéofact that no clear evidences of the
degradation of thylakoid-bound proteins by vacuglateases have been found (Martieéz
al., 2008b), the high proteolytic activity at pH 5 @nd_N conditions is probably related to
the high degradation of the soluble proteins. Tasult suggest that the N limitation induced
a subcellular trafficking of the chloropastic piageto the lytic vacuoles. This traffic could
imply the mechanisms of autophagy, known to be lwvea in the N remobilization in
Arabidopsis(Avila-Ospinaet al, 2014) and/or CCV, vesicles recently observedhatend of
the chloroplast dismantling (Wang and Blumwald, 201Another possibility is the
degradation of the stromal proteins, like Rubisew gglutamine synthetase 2, in the
senescence-associated vacuoles (SAV), as obsewezbhcco andrabidopsis(Martinezet
al., 2008a; Oteguet al, 2005). Among the vacuolar proteases, the cysteinteases are
known to be involved in the senescence processeésth& high contribution of this class of
proteases in our experiment confirms the previdudias made on oilseed rape (Buchanan-
Wollaston and Ainsworth, 1997) amstabidopsis(Buchanan-Wollastort al, 2005; Diaz-
Mendozaet al, 2014; Oteguiet al, 2005). Among the cysteine proteases, SAG12 was
immunolocalized in SAV inArabidopsis(Otegui et al, 2005) and was very abundant in
senescent leaves of winter oilseed rape in respmnkav N supply (Desclogt al, 2009).
These data suggest that the protease SAG12 camvblead in the high cysteine proteases
activities associated with the high N remobilizatiobserved during leaf senescence in
response to LN conditions for both genotypes. G ¢bntrary, no serine proteases were
previously identified in vacuoles, except a putataubtilisin-like inArabidopsis(Carteret
al., 2004). However, activity of acidic serine proesbave been observed in SAV of tobacco
(pH 5.2) (Martinezet al, 2008a). Consequently, the enhanced degradatidheo&oluble
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Figure D-13: Total proteolytic activity at pH 7.5 at day 14 (D14; A,B) and the inhibition of cysteine
proteases, serine proteases, metalloproteases, aspartic prases and proteasome by specific
inhibitors (C,D). The plants were supplied with ample (HN, 3.75 mM; A,C) or restricted (QI8,75
mM; B,D) nitrate supply. The proteolytic activity corresponds to thebRco large subunit (LSU)
degradation visualized on Stain Free gels and quantified by Imagesbfitvare (Bio-Rad) after an
incubation at 37C. The total proteolytic activity was determined with protein astr(PE) without
protease inhibitor and is expressed in percentage of degradatem6&f minutes of incubation. To
determine the contribution of the different classes of proteaesitract was incubated in presence of
specific protease inhibitors to determine the percentage dfitrdn of LSU proteolysis observed without
inhibitor (% inhibition; C,D). The inhibitors used are: iodoacetamide cysteine proteases (CPI),
aprotinine for serine proteases (SPI), 1-10 phenanthroline for metatbases (MPI), pepstatine A for
aspartic proteases (API) and MG132 (carbobenzoxy-Leu-Leu-leudorafjroteasome (PI). Due to the
solubility of 1-10 phenanthroline and pepstatine A in methanol and the sojutfilMG132 in DMSO,
the total proteolytic activity was also determine with metHaand DMSO. The detailed gels are
presented in Fig. D-S6.
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proteins of Aviso and Californium under LN condit® (Fig. D-9B) could be due to an
increase of subcellular trafficking involving theidic cysteine and serine proteases of SAV
but, to our knowledge, the accumulation of SAVesponse to restricted N supply have never
been investigated.

In addition, a high contribution of aspartic prates at pH 5 was found in Aviso in
response to LN treatment (Fig. D-11D) and assatiatigh the identification of a putative
vacuolar aspartic protease Bfassica napugGl: 1326165) on zymograms (Figure D-12B
and Table D-S6), which have numerous homologudéseiBrassica napugienome (Table D-
S6). This protease have been previously highliglded2-DE gels in response to nitrate
limitation in oilseed rape (Desclad al, 2009) and seems therefore implied in the efficien
leaf proteolysis observed in response to N linotatiHowever, no aspartic proteases were
detected for Californium (Figs. D-11D and D-12Bj)ggesting that the efficient proteolysis
can be reached by the involvement of various dgtsoteases.

4.2. The high leaf NRE observed in Oase whateverdHevel of nitrate supply is related to
efficient proteolysis mechanisms at neutral and adic pH

Whatever the nitrate supply, Oase is charactediged high N remobilization during
senescence (Figs. D-8A and D-8B) consequently) @ liigh amino acids export (Figs. D-9C
and D-9D), (ii) an efficient proteolysis of solulpeoteins (Figs. D-9A and D-9B) and (iii) a
high rate of degradation of D1 and Ihcb3 proteiospared to other genotypes (Figs. D-10C
and D-10D). These results suggest that the highN&E of Oase is associated with an
efficient proteolysis of both stromal and thylakdidund proteins. Taken together, the
efficient degradation of D1 protein in Oase and ititiwease of D1 degradation observed in
parallel to the improvement of N remobilization riesponse to LN supply for Aviso and
Californium suggest that a high rate of D1 degradats associated with an efficient N
remobilization. To our knowledge, this is the fitshe that the D1 protein degradation is
observed during the time course of senescence lgeenl rape leaves and was clearly
associated with a high leaf NRE.

In both N conditions, the highest degradation mdt®1 protein in Oase compared to
other genotypes (Fig. D-10C) could be due to tighdst proteolytic activities at pH 7.5 (Figs.
D-13A and D-13B). Indeed, the degradation of Dit@roin the PSIl involves 2 types of
chloroplastic proteases: the serine proteases Ddgtle metalloproteases FtsH (Kato and
Sakamoto, 2009; Wagnest al, 2012). The FtsH amount is not higher than theeroth
genotypes during all the experiment (Fig. D-14A} the degradation of the chloroplastic
proteins is also dependent on the substrate aildiaio proteolysis (Forsbergt al, 2005;
Lindahl et al, 1995; Zeliskecet al, 2005). Consequently, the higher degradation opfiein
in Oase under HN conditions can be partially due the involvement of neutral
metalloproteases, eventually the FtsH. For cyarteba¢ the Deg proteases are known to
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Figure D-14: Abundance of FtsH proteases in the source leaf in regmse to ample

(HN, 3.75 mM) or restricted (LN, 0.375 mM) nitrate applied during 21 days. The
protein extracts of the three biological repetitions were poofetll®d pg were loaded per
lane for the detection of FtsH. The protein abundance was determiitbdspecific
antibodies (see Material and Methods for details). DO: day 0; D14: daip2%: day 21.

In LN conditions, immunodetections was not performed at D21 because theraata
enough proteins. The graph below immunoblots represents the changes of protei
abundance.
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improve the D1 proteolysis by FtsH proteases duting degradation patterns of PSII
(Huesgeret al, 2009). Under LN conditions, the large degradatibthe D1 protein (Fig. D-
10C) is concomitant with a higher involvement otitnal serine proteases (Fig. D-13D) and,
as shown by a principal component analysis (Fid.5B), is correlated with neutral serine
protease activity. Consequently, the preferentegjrddation of D1 protein observed in Oase
in response to N limitation could be related to hingh contribution of serine proteases Deg,
as observed for cyanobacteria (Huesgeal, 2009). In addition, this could be associated to a
higher involvement of CCV (Wang and Blumwald, 2Q014ndeed, these vesicles are
associated to the protein CV (chloroplast vesiautgtwhich is supposed to destabilize the
PSIl at the last step of senescence, leading tmleehsusceptibility of D1 proteins to the
degradation by chloroplastic proteases. Conseqyehi involvement of CCV in the high
degradation of the protein D1 of the genotype Qasal to be further investigated.

The efficient proteolysis in both N conditions iskled to a high protease activity at
acidic pH, especially cysteine, aspartic and sepirieeases. As suggested below for Aviso
and Californium (4.1), their high involvement inoggolysis under LN conditions (Fig. D-
11D) suggest an enhancement of autophagy mechaaistidsr CCV in order to address the
chloroplastic proteins towards the lytic vacuolasi/or a higher degradation in SAV.

As reported for Aviso, the high contribution of asjic proteases at pH 5 observed in
Oase in response to N limitation (Fig. D-11D) wasagiated with an increase of the activity
of the putative aspartic protease (Gl: 1326165; Bigl2B and Table D-S6). This aspartic
protease was also found on zymograms under HN tonslifor Oase (Fig. D-12A) despite
the lack of inhibition of the aspartic protease(-11C). This can be due to the fact that
our inhibitor is not fully active on phytepsineletfamily of aspartic proteases supposed to be
involved in the senescence processes in tobacdo @€al, 2004; Katoet al, 2005), wheat
(Gregersen and Holm, 2007) aAdabidopsis(Diaz et al, 2008). In addition, CND41, the
phytepsine of tobacco known to be involved in thébiRco degradation, is slightly inhibited
by the inhibitor pepstatine A (Murakanet al, 2000). The aspartic protease detected on
zymograms is not similar to CND41 (26% identity)t ihis protease is closed to other
phytepsine proteases @frabidopsis(92% identity; Table D-S6), and therefore, could b
weakly inhibited by pepstatin A. In any case, tightactivity of AP in Aviso and Oase under
LN conditions is associated with the highest desgeaz soluble protein contents, suggesting a
crucial role in proteolysis in response to restdchitrate supply. In addition, the same
aspartic protease (Gl: 1326165) was identifieceimescing leaves of oilseed rape subjected to
nitrate limitation (Desclogt al, 2009) and was observed in the thirty most abunplianteins
in dead leaves of oilseed rape (Desclos-Thévestial, 2014), making this protease a special
interest to understand the proteolysis associatddlaaf N remobilization, especially under
restricted N supply.
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Figure D-15: Principal component analysis (PCA) of the criteria of N remobilization determined in
response to ample (HN, 3.75 mM; A) and restricted (LN, 0.375 mM; B) nitate applied during 21 days.In
both case, the first axis is mainly associated to the total prgisoht pH 7.5 at D14 and the second axis refers
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leaf is indicated by colour for each genotypel5N: variation of 15N amount between DO and DIMAA:
variation of amino acids amount between DO and D14; AP: contribution of tisgmoteases at D14; Av:
genotype Aviso; Cali: genotype Californium; CP: contribution of eyst proteases at D1AD1: variation of
protein D1 amount between DO and D14FtsH: variation of FtsH amount between DO and DMhcb3:
variation of Incb3 amount between DO and DM;SU: variation of Rubisco large subunit amount between DO
and D14; MP: contribution of metalloproteases at DA#: variation of N amount between DO and D14; P:
contribution of proteasome at D14; Polysis: total proteolysisviigtat D14; Sam: genotype Samourai; SP:
contribution of serine proteases at DIMSProt: variation of soluble protein amount between DO and D14;
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4.3. The leaf NRE of Samourai is limited between pteolysis and amino acids export

In both N conditions, the genotype Samourai is attarized by an efficient
degradation of the soluble proteins (Figs. D-9A aDeBB), associated with a high
involvement of the acidic proteases, especialljnseand cysteine proteases under LN
conditions (Fig. D-11D). These results agreed wifté hypothesis of the involvement of
autophagy, CCV and/or SAV in the mechanisms astmtiavith N remobilization in
restricted nitrate supply. In addition, the aspaproteases are also important under LN
conditions (Fig. D-11D), confirming that they haweebe investigated to better understand the
response to nitrate limitation. However, this hjgloteolysis is not correlated to an efficient
leaf N remobilization (Figs. D-8A and D-8B). Theualdlance of D1 and lhcb3 proteins
remains high in both N conditions during all thepestment compare to the efficient genotype
Oase (Figs D-10C and D-10D). This low degradatate could be related to the low amount
of FtsH (Fig. D-14A), proteases known to be invdlve the degradation of the PSII protein
D1 and LHCII (Wagneet al, 2012; Zeliskcet al, 2005). Consequently, the N remobilization
of Samourai could be related to a low degradatfdhevthylakoid-bound proteins of the PSII.
However, a low transmembrane proteins degradatidmak explain why the degradation of
the soluble proteins did not lead to a decrea$¢ aihount in the source leaf.

Before being transported to the growing organs,daiméno acids resulting from the
proteolysis have to be converted into their transyixbe forms (Lohaus and Moellers, 2000;
Lohaus and Schwerdtfeger, 2014) by various enzyaiethe N metabolism (Masclaux-
Daubresset al, 2010). The fact that no accumulation of the anaiaidl pool was observed in
both N conditions (Figs. D-9C and D-9D) suggestd thaf N remobilization in Samourai is
not limiting by the conversion and/or the exporiaaifino acids, which confirms the previous
results (Descloset al, 2009; Girondéet al, 2015b; Tilsneret al, 2005). Therefore, the
default of leaf N remobilization should be relaténl a step between the proteolysis
mechanisms and the amino acid loading in phloerseles

Firstly, proteolysis releases a large amount of amiom (Damodaran and Ananta-
Narayanan, 1938), which has to be detoxified qyitkl various enzymes such as glutamine
synthetase, glutamate deshydrogenase or aspasgitiase (Givan, 1979). Consequently, a
default in the detoxification of ammonium in theuste leaf of the genotype Samourai could
lead to an ammonium accumulation consequently ¢éohilgh proteolysis observed. These
enzymes have to be investigated to validate otmsthypothesis. On the other hand, in both
N conditions, a substantial activity of the protaas system was observed whatever the
genotype (Figs. D-13C and D-13D). The involvemehtthe proteasome system in leaf
senescence was expected and confirms the preveasuks onArabidopsis(Guoet al, 2004;
Parket al, 1998) and oilseed rape (Desctisal, 2009). In animal cells, the proteasomes can
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degrade proteins in peptides, which will be degdaoteamino acids by dedicated system
(Reits et al, 2004; Saricet al, 2004). A similar pathway is supposed Anabidopsisin
response to cadmium toxicity (Polgeal, 2009), but its occurrence in other conditionssu
as mineral limitation) cannot be excluded. Consatye the low N remobilization of
Samourai despite an efficient proteolysis and expbramino acids might be related to a
default in the degradation and/or the export ofapeptides, potentially derived from a
proteolysis by the proteasome. The export and ohsa of peptides have to be studied in
details to verify if they are involved in the N rehilization processes. However, in both N
conditions, the degradation of the soluble protem$amourai occurred later compare to
other genotypes (significant decrease at D21) (Hy9A and D-9B). Consequently, the
export of the product of proteolysis may limit tie remobilization because of a late
proteolysis, which could not allow the implemerdatiof the mechanisms needed to an
efficient N export from the cell before abscission.

4.4. Conclusion

The present study confirms that proteolysis is & HKactor to improve N
remobilization in leaves of oilseed rape (Avice &itobnne, 2014; Girondét al, 2015b) and
that a high N remobilization in leaf at vegetatstages is related to an efficient degradation
of both soluble and thylakoid-bound proteins of ttidoroplasts. A strong correlation
between the leaf NRE and the rate of D1 degradatemobserved in both nitrate conditions.
Further studies are needed to determine if theafa®l degradation can be used as a protein
indicator to identify genotypes with high leaf NRiad especially with reduced N loss in
fallen leaves. The efficient degradation of the [patein seems to be associated with neutral
proteolytic activity, especially serine proteasader low N supply. As for cyanobacteria, the
serine protease Deg could be involved in the imgmoent of the degradation of the D1
protein.

The efficient proteolysis of the soluble proteinedar restricted N supply was
associated with proteolytic activity at acidic péspecially the activities of serine, cysteine
and aspartic proteases. These results suggest partamt subcellular traffic of the
chloroplastic proteins to the vacuoles, includingoghagy mechanisms and/or CCV. In
addition, due to the localisation of serine proésasctivities in SAVs iArabidopsisleaves,
further developments have to be performed to ifiel@AV in oilseed rape leaves and to
characterize their role in N remobilization in respe to restricted N supply. At least, the
acidic aspartic proteases Gl: 1326165, which wastified in the present study during the
leaf senescence of 2 genotypes and in two othdrestin response to a nitrate limitation for
the genotype Capitol, has to be characterized tenstand its role in the proteolysis during
senescence triggered by N limitation.
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Figure D-S5: Total proteolytic activity at pH 5 (PE) and the inhibition of cysteine proteases
(PE+CPI), serine proteases (PE+SPI), metalloproteases (PE-&MMPI) and aspartic proteases
(PE+Me+API) by specific inhibitors at day 14 (D14).The plants were supplied with ample (HN,
3.75 mM) or restricted (LN, 0.375 mM) nitrate supply. The proteolwativity corresponds to the
Rubisco large subunit (LSU) degradation visualized on Stain Frexeagel quantified by Image Lab
software (Bio-Rad) after an incubation at’@7 The incubation was 20 minutes in LN conditions and
45 minutes in HN for all genotypes except Californium which require 30 &Bdminutes,
respectively. The percentage of degradation is indicated below tise Be¢ inhibitors used are:
iodoacetamide for cysteine proteases (CPI), aprotinine for sproteases (SPI), 1-10 phenanthroline
for metalloproteases (MPI) and pepstatine A for aspartic protda$tdy. Due to the solubility of 1-
10 phenanthroline and pepstatine A in methanol (Me), the total qigdie activity was also
determined with methanol (PE+Me).



Table D-S6: Score and number of peptides found in the identificatin of the proteases from the
zymograms and their putative homologue irBrassica hapusand Arabidopsisgenomes.

Result of BLAST

Result of BLAST protein-

BnaC09g22820D /
0i|674938912/ 67%

Genotvoe Score / Proteases name protein-Protein Protein Arabidopsis
typ number of [organisms] / NCBI [Brassica napus : P
/N treatment . . : thaliang] / NCBI
peptides accession no NCBI accession no. / 9 . . .
) : accession no. /% identity
identity
Aviso / LN 4977 BnaA09q47450D / AT1G11910/
0i|674898012 / 98% 0i|222424506 / 95 %
BnaC08g15160D / Aspartic proteinase /
0i|674901714 / 93% 0i|1354272 / 93 %
BnaA08g25040D / Aspartic proteinase Al /
. 0i|674912117 / 92% 0i|15221141 /92 %
Aspartic proteases
Oase /HN 2213 [B;%S;éizgapus] / BnaC04g19410D ]/ Aspartic proteinase A2 /
gil 0i|674924641/ 79% 022330379 / 80 %
BnaA03g59920D / Aspartic proteinase A3/
0i|674908220/ 78% 0i|15233518 / 66 %
BnaA09g20460D /
0i|674916523/ 67%
Oase / LN 132/12

The band corresponding to proteolytic activities at pH 5 ba tymograms were analysed by LC-MS/MS to

identify the proteases responsible of the proteolyticvagti The proteases identified with success are presented
with the accession number, the score and the number of psptiéntified. The protease of zymograms were blast
in the NCBI database to identify the similar proteases inBtessica napusndArabidopsis thaliangenomes.
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Figure D-S6: Total proteolytic activity at pH 7.5 (PE) and the inhibition of cysteine proteases
(PE+CPI), serine proteases (PE+SPI), metalloproteases (PE€&WMPI), aspartic proteases
(PE+Me+API) and proteasome (PE+DMSO+PI) by specific inhibibrs at day (D14).The plants
were supplied with ample (HN, 3.75 mM) or restricted (LN, 0.375 mM) atér supply. The
proteolytic activity corresponds to the Rubisco large subunit (LSdyattation visualized on Stain
Free gels and quantified by Image Lab software (Bio-Rad) after anbation at 37C. The
incubation was 90 minutes in both N conditions for all genotypes exce ®hich was incubated
only 60 minutes. The percentage of degradation is indicated below theTgelsnhibitors used are:
iodoacetamide for cysteine proteases (CPI), aprotinine for serirgegses (SPI), 1-10
phenanthroline for metalloproteases (MPI), pepstatine A for aspamieases (API) and MG132
(carbobenzoxy-Leu-Leu-leucinal) for proteasome (Pl). Due to the sijyubfl 1-10 phenanthroline
and pepstatine A in methanol (Me) and the solubility of MG132 in DMSO, the total
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ll. La remobilisation de I'azote post-montaison

Importance de la remobilisation du N foliaire pdarrendement/remplissage des
graines et les mécanismes cellulaires qui y sosb@és.

La disponibilitt en N du sol pouvant diminuer fonent lors du remplissage des
graines, le N endogéne est la source principale lpaemplissage des graines. Contrairement
au stade rosette, la remobilisation du N est cénéal comme efficace aprés la montaison.
Cependant, peu d’études ont été effectuées poimird@fécisément le niveau de contribution
de la remobilisation et des différents organesidans le remplissage en N des graines et
le rendement. De plus, aucune étude n’a été faitdées feuilles sénescentes post-montaison
pour confirmer I'efficacité de remobilisation dufbliaire et identifier les mécanismes qui y
sont associés.

Ces travaux avaient pour objectifs :

» De déterminer le niveau de contribution de la reifiszttion du N endogéne et le rdle
des organes sources dans le remplissage des gemingponse a une limitation en nitrate
appliguée a la montaison.

» De caractériser les mécanismes cellulaires impdigtens la remobilisation du N
(protéolyse et exportation de ses produits) afidedfitifier les mécanismes impliqués dans
une remobilisation efficace du N foliaire apresniantaison.

La caractérisation de la remobilisation s’est faite la détermination des flux de N
plante entiére entre les stades montaison et gramaures chez les génotypes Aviso et Oase
(identifies précédemment comme ayant des componsmmntrastés en terme d’EUA et
d’ERA au stade rosette, cf. §D.II.1.) en s’appuysunt un marquage isotopique ‘8N de type
« pulse-chase ». Au niveau cellulaire, les mécaessde remobilisation ont été étudiés dans
une feuille entrant en sénescence entre la montasda floraisorvia I'étude de différents
processus: la remobilisation du N, la protéolységfddation des protéines solubles et
activités protéolytigues des différentes classespagéases acides), la quantité d’acides
aminés et les activités enzymatiques impliguéess din synthése d’acides aminés
transportables (glutamine synthase et glutamateydesgenase).
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The contrasting N management of two oilseed rape netypes reveals the mechanism of

proteolysis associated with leaf N remobilization @d the respective contributions of

leaves and stems to N storage and remobilization dog the seed filling.

ABSTRACT
Background

Oilseed rape is the third largest oleaginous crofhe world but requires high levels of N
fertilizer of which only 50% is recovered in seedbis weak N use efficiency is associated
with a low foliar N remobilization, leading to agsificant return of N to the soil and a risk of
pollution. Contrary to what is observed during smesce in the vegetative stages, N
remobilization from stems and leaves is considef@idient during monocarpic senescence.
However, the contribution of stems towards N managyg and the cellular mechanisms
involved in foliar remobilization remain largely kimown. To reach this goal, the N fluxes at
the whole plant level from bolting to mature seeasl the processes involved in leaf N
remobilization and proteolysis were investigatedtvio contrasting genotypes (Aviso and
Oase) cultivated under ample or restricted nitsataply.

Results

During seed filling in both N conditions, Oase eifntly allocated the N from uptake to seeds
while Aviso favoured a better N remobilization fratems and leaves towards seeds. Nitrate
restriction decreased seed yield and oil qualitybfath genotypes but Aviso had the best seed
N filling. Under N limitation, Aviso had a better idmobilization from leaves to stems before
the onset of seed filling. Afterwards, the higherd¥nobilization from stems and leaves of
Aviso led to a higher final N amount in seeds. Thigh leaf N remobilization is associated
with a better degradation/export of insoluble pragoligopeptides, nitrate and/or ammonia.
By using an original method based on the deternoinadbf Rubisco degradation in the
presence of inhibitors of proteases, efficient @obisis associated with cysteine proteases and
proteasome activities was identified as the medmamf N remobilization.

Conclusion

The results confirm the importance of foliar N rdmtiaation after bolting to satisfy seed
filling and highlight that an efficient proteolysis mainly associated with (i) cysteine
proteases and proteasome activities and (ii) a ¢oerdination between proteolysis and
export mechanisms. In addition, the stem may attaasient storage organs in the case of an
asynchronism between leaf N remobilization and Maled for seed filling.
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KEYWORDS
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BACKGROUND

Over the last four decades, oilseed rapmgsica napud..) has become the third most
widely grown oleaginous crop worldwide with a 2alefincrease in seed production between
1992 and 2012 (Carré and Pouzet, 2014). This @presents a major renewable resource for
human food (oil), animal feed (meal) and numeroais-food uses (biofuel, lubricants, high
added-value products derived from green chemisiny)increase the level of seed production
with current genotypes, the use of N fertilizers mcreased by 430% over the last forty years
(Mosier, 2002). Despite the high capacity of mihé&taabsorption of oilseed rape (Laieé
al., 1993), only 50% of N from fertilizer is recoveredseeds at harvest (Schjoerriegal,
1995). This low N Use Efficiency (NUE) is relatenl the loss of N by leaf drop (up to 100
kg.N.ha'.yeai!, (Dejoux et al, 2000)), reflecting the weak N Remobilization Eiincy
(NRE) of oilseed rape. Therefore, in a contextropesed limitations on N-fertilizer inputs,
improving NUE is becoming a priority in order to im@in/increase seed yield and decrease
() the risk of water pollution by nitrate, (ii) ¢hemission of greenhouse gases contributing to
global warming, and (iii) the economic costs okedd rape crops.

NUE can be represented as two main componentd\ tbptake Efficiency (NUpE) and
the N Utilization Efficiency (NUtE), itself subdiged into two other components, N
Assimilation Efficiency (NAE) and N Remobilizatidéfficiency (NRE) (Goocet al, 2004).
Even if N uptake of winter oilseed rape is consdeto be efficient at vegetative stages
(Lainé et al, 1993), an N uptake that remains significant uitbilvering is associated with
genotypes having high seed yield (Schulte auf'reyeat al, 2007). A mineral N input during
seed filling increases seed vyield of spring oilsesgze (cv. Aries, (Dreccest al, 2000)) and
recent studies on winter oilseed rape (Bertyal, 2010; Kessekt al, 2012; Schulte auf'm
Erley et al, 2011; Ulaset al, 2013; Wiesleret al, 2001b) have reported that a N uptake
during reproductive stages appears to be a detaninirait for seed yield of winter oilseed
rape, especially in restricted N supply. Nevertbglein field conditions, the mineral N
availability highly fluctuates during reproductiggages due to environmental factors such as
water deficit in the soil. To obtain a high NUEgtN coming from uptake has to be well
managed by the plant. Consequently, an improvemieNUtE is also necessary to enhance
NUE. Concerning the NAE, transgenic approaches haea targeted to enzymes involved in
N metabolism such as nitrate reductase, nitriteigee or alanine aminotransferase (AlaT)
in various species such asabidopsisand tobacco, with more or less success (for review
(Good and Beatty, 2011)). A promising result wadamied with oilseed rape plants
overexpressing an AlaT, which need 40% less Nlitegtito reach similar yield as the wild
type (Good and Beatty, 2011). However, a study @fsgring oilseed rape genotypes has
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suggested that NRE is a major determinant of NUfBu(and Thurling, 1987) and an
efficient assimilation needs to be correlated teeahanced N remobilization to improve the
seed N filling, which is essential to improve/maint seed yield, in a context of N input
reduction.

The N remobilization associated with leaf seneseesconsidered as crucial for oilseed
rape yield (Noqueet al, 2004). During the vegetative stages, N is renwddl from the older
leaves to the younger leaves along the axis optaetsvia the sequential senescence, but
senescent leaves can fall with a high level ofdwesli N (up to 3.5% of dry matter) leading to
a significant return of N to the soil (Dejoust al, 2000; Malagoliet al, 2005b). By
developing a modelling approach as a mean to iyeptitential methods for improving the
NUE of oilseed rape, it was estimated that a 1%edese in the residual N in fallen leaves
(from 3.5% to 2.5% of dry matter), resulting from @nhanced foliar N remobilization, may
increase seed vyield by 5-10% (Malageti al, 2005a). After bolting, and more especially
during monocarpic senescence when the N is reraedilirom vegetative organs to seeds, the
low soil N availability during spring and at thedaening of summer (Merrieet al, 1988)
makes N remobilization crucial for seed yield arekds filling. During this period of
development the main source organs are leavess siathpod walls (Gombeet al, 2010;
Malagoli et al, 2005b; Noqueet al, 2004; Rossatet al, 2001). During reproductive stages,
the N amount in source leaves is highly remobilizZ@8% of N present at the beginning of
flowering in field conditions) (Ulagt al, 2013), leading to a low residual N in dead leaves
(less than 2% of dry matter; (Malageli al, 2005b)) and resulting in the reduction of thé& ris
of N pollution. These results highlight an effidieN remobilization from source organs
during monocarpic senescence, but also revealtiarsafor the residual N amount in stems
compared with leaves of four winter oilseed rapeoggpes (Ulaset al, 2013). In addition, a
genotypic and N-supply interaction for N contentskems was found for 12 genotypes of
spring canola (Balint and Rengel, 2008) and theotyge with the best N remobilization was
able to better remobilize N from stems and pod svall seeds (Balint and Rengel, 2011).
These results suggest that stems can also be smporigan for improving seed N-filling, but
the role of stems in N management at the wholet péarel for winter oilseed rape remains
largely unknown.

Although NRE seems to be a major lever for imprgvthe NUE in oilseed rape, the
cellular mechanisms associated with N remobilizafrom senescing leaves (proteolysis and
the N export) remain largely an enigma. During Ieafescence, the degradation of proteins
(the main form of N storage in leaves) into amicaa or peptides is performed by different
classes of proteases. Studies Arabidopsis reported the predominant involvement of
cysteine and serine proteases (for review (Robetrtal, 2012)), but also a role for the
proteasome in the degradation of carbonylated pstenvhich are accumulated during
senescence (Jairet al, 2008). The Ribulose-1,5-biphosphate carboxylasgnase
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(Rubisco; EC 4.1.1.39) can represent up to 65%hefsbluble proteins in C3 plants (Ellis,
1979) and 20-30% of total leaf N (Evans, 1989; Kuetaal, 2002; Makinoet al, 1984).
Consequently, Rubisco is the major source of Nré&wnobilization and its budget is very
relevant for the plant. In winter oilseed rape,teyge, aspartic, and metallo-proteases as well
as the 26S proteasome are supposed to play antanpaole in foliar N remobilization
during senescence in the vegetative stages (Avidecsienne, 2014; Descles al, 2009) but
there is no evidence concerning the proteolysiwitiets that are involved in leaf senescence
and degradation of Rubisco after the bolting stage.

Among the enzymes involved in the conversion ofrem@cids into transportable forms, a
recent study highlighted the importance of aspaegynthetase (AS; EC 6.3.5.4) in N
remobilization during senescence Amabidopsis(Gaufichonet al, 2013). In addition, the
glutamine synthetase (GS; EC 6.3.1.2) catalyseadbienilation of ammonium into glutamate
to synthesize glutamine. Glutamine was found ah &yels inphloem sap of oilseed rape
(cv. DSV15 and Duplo; (Lohaus and Moellers, 20@0% consequently, GSs are supposed to
be largely involved in N remobilization processesinly senescence in winter wheat (Kichey
et al, 2007) and maize (Martiat al, 2006), especially the cytosolic form (GS1) in tase
of oilseed rape (Ochet al, 1999; Orsekt al, 2014). In parallel, glutamate dehydrogenase
(GDH; EC 1.4.1.2; (Turanet al, 1997)) may catalyse a glutamate deamination (Mage
Daubresseet al, 2006; Purnell and Botella, 2007) which providesngonium for the GS
activity in senescing leaves. In addition, in ca$ehigh levels of ammonium, GDH can
incorporate ammonium o-ketoglutarate to produce glutamate (Skopektisal, 2006). A
significant quantity of glutamate has been foungoem sap of oilseed rape (Lohaus and
Moellers, 2000; Lohaus and Schwerdtfeger, 2014)amndcrease of both GDH activities in
sliced leaves of oilseed rape was associated wittle@ease in soluble proteins and
ammonium (Watanabet al, 1994), suggesting an important role for GDH itiafio N
remobilization. The phloem loading of the resultamgino acids is regarded as not limiting in
oilseed rape at the vegetative stages (Tilenal, 2005). The efficient export of amino acids
and the involvement of GS1 and GDH in N remobilzatneed to be confirmed in leaves as
they senesce after bolting because they are prdpgodeave an efficient N remobilization.

The aim of this study was to identify the physiotad traits involved in the high NUE and
N remobilization in restricted N supply conditioret, whole plant (from bolting to mature
seeds) and cellular levels (from bolting to floweristages). To reach this goal, two
genotypes (Aviso and Oase), known to have diffesénategies following a nitrate limitation
at the vegetative stage (Girondé al, 2015b), were selected. Long term pulse-cHase
labelling was performed to precisely define theagehous and exogenous N fluxes at the
whole plant level between the bolting and maturedsstages, under restricted and ample
nitrate supply. A specific°N-labelling was also used in order to determineekevant
estimation of NUE and its different components (MJMNUtE and NRE). This study (i)
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Figure D-16: Kinetics of dry
matter (DM) of Aviso and Oase
under ample or low N supply.
The plants were supplied with
ample (HN, 3.75 mM) or low (LN,
0.375 mM) concentrations of
nitrate. Dry matter is expressed in
g per plant for Aviso (A, C) and
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differences between N treatments
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Table D-2: Seed composition and Nitrogen Harvest Index of Aviso and Oase undample or low N supply.

Aviso Oase
HN LN HN LN

C:N ratio 11.31 +0.19 14.29 +1,01 11.19 +0.25 18.36 +0.7¢¢

vield Seed N amount (mg) 421.48 £40.08  194.36 +8.0% 432.84 +5.93 168.22 +7.77
components

N Harvesting Index (NHI) 63.69 £3.33 72.05 +2.14 6541124 73.97 £1.68

Proteins (%) 32.20 +0.39 25.83+1.20 | 31.68+1.87 19.48 +0.77

Fatty acids (%) 33.99 +1.31 38.32+145| 30.10 +4.27 44.37 +1.7%

Seed composition C18:1 (oleic; %) 53.13 £0.46 55.86 +0.8 58.76 £3.1B 664:1.08%
C18:2 (linolenicw6; %) 21.91 +0.34 21.43 +0.33 15.34 +0#0( 17.29 +0.29*%

C18:3 (linoleicw3; %) 11.53 +0.19 10.91 +.022 8.05 +059 7.56 +0.29*

C22:1 (erucic; %) 2.13+0.13 8.26 +0.83 3.57 +2.39 4.28 +2.19

The plants were supplied with an ample (HN, 3.75 mM) or low (I0N375 mM) nitrate concentration. The N amount in seed is
estimated in milligrams. C:N ratio: ratio C:N in seeds; NNI:Harvesting Index (mg N in seeds per mg N in shoot). The seed
composition (percentage of proteins and fatty acids) aedothcomposition (percentage in oleic, linolenic, lin@leind erucic
acids) was determined by NIRS method. Asterisks represgnifisant differences between N treatments and hashegsept
significant differences between the two genotypesi(plants; #,*=p<0.05; **= p<0.01).
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highlights the role of leaves and stems in the i@hzation of N towards seeds and (ii)
allows the identification of the physiological tsaassociated with a high NUE in response to
restricted N supply. Moreover, a study of foliar rmobilization in source leaves was
performed through the analysis of foliar N compayrithie GS and GDH activities, and the
development of a new methdal study proteolytic activities, using endogenoubiRco as a
substrate, in order to determine the involvementlifferent classes of proteases in the N
remobilization which occurs during this growth stag

RESULTS

Impact of N limitation on growth, yield components,seed and oil composition

When plants were well supplied with nitrate (HNhje total DM (Figures D-16, D-16B and
Table D-S7) was higher for Oase (34 g) comparetd #itiso (28 g) during seed filling (D70
to D99), mainly due to differences in the stem DM.( g for Oas&s8.4 g for Aviso). Under
our experimental conditions, the occurrence ofdtierent stages of development was not
significantly different between both genotypes etween both N treatments for a given
genotype. In low nitrate (LN) conditions, no diieace in the total DM was observed between
genotypes (Figures D-16C, D-16D and Table D-S7)eRgected, compared with HN, DM
was reduced in leaves from D42, in stems at D70ilanmbd walls at D99. In addition, DM
declined significantly in siliques at D42 and inesed in stems at D70 for Aviso while DM of
siliques and stems declined at D70 for Oase. TheDd1 at D99 was lower in Aviso under
LN compared with HN. Under LN supply, a similar degse in seed production was observed
for both genotypes (-41.8% for Aviso, -42.8% fors@aFigures D-16C and D-16D).

In HN plants, the yield components (C:N ratio, séedmount, N Harvest Index (NHI);
Table D-2) as well as the seed composition (pretaimd oil in % of dry matter (DM); Table
D-2) were similar for both genotypes, except foe tfercentage of omega-3 (C18:3) and
omega-6 (C18:2) precursors, which were higher feisé than Oase. However, the C18:2 /
C18:3 ratio was similar for both genotypes (1.93.expected, an N limitation led to a strong
decrease in the N amount of seeds (-53% in Av&l¥e-in Oase; Table D-2). Compared with
HN conditions, NHI significantly increased in Oamed tended to increase in Avige=0.06)
in response to LN treatment (Table D-2). Seeds a$eOLN plants had a higher C:N ratio
associated with a higher oil percentage, which wabke detriment of proteins (20% proteins
in DM vs 26% for Aviso). For oil composition, an increadeoteic acid (C18:1) proportion
was observed under N limitation for both genotypEsble D-2). While C18:3 and C18:2
percentages did not differ under both N conditifmmsAviso, an increase in C18:2 (+2%) and
in the C18:2 / C18:3 ratio (2.3) occurred under foX Oase. The proportion of erucic acid
also increased under LN conditions for Aviso (8%0ib).
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Figure D-17: Kinetics of the N amount in Aviso and Oase under ample or

low N supply. The plants were supplied with ample (HN, 3.75 mM) or low
(LN, 0.375 mM) concentrations of nitrate. The N amount is expressed in mg
per plant for Aviso (A, C) and Oase (B, D) at 0 (early bolting), 42 (pod
formation), 70 (start of seed filling) and 99 (mature seeds) days d#fie
beginning of bolting (D0). Seeds and pod walls were grouped and called
siliques at D42 and they were separated from D70 onwards. Data are
indicated as the mean value + standard error (vertical bars)eroift letters

(a, b, ¢) indicate that the total N amount is significantly difféareetween two
dates. Hashes represent significant differences between gesatyptN or

LN conditions and the asterisks represent significant differencegebet N
treatmentsri=4 plants;p<0.05).
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Effects of nitrate limitation on N amount and NUE @mponents

In HN plants, the total N amount did not differ Wween the genotypes (Figures D-17A, D-
17B and Table D-S8). However, the N amount in lsaaed flowers at the final stage of
development was significantly higher for Oase tli@an Aviso. As expected, the total N
amount was reduced for both genotypes in LN coonbti(Figures D-17C, D-17D and Table
D-S8), resulting from a decline in the N amounnearly all organs from D42. Exceptions
were flowers present at any time during the expenimroots at D42 for Oase, stems at D70
and leaves at D99 for Aviso, which all showed ailsimN amount in both N conditions. In
LN plants, the final N amount in seeds and podsvaflOase was lower than in Aviso (D99).

The N use efficiency (NUE), N utilization efficiepnc(NUtE), and N remobilization
efficiency (NRE) were negatively correlated to Npgly while the N uptake efficiency
(NUpE) was positively correlated to N supply (Table3). The NUE was higher for Oase
(2.29) than for Aviso (1.98) in HN conditions white differences were observed in the LN
treatment (2.86 for Oase and 3 for Aviso). The NUEeased in response to LN supply but
no differences were observed between the genotypkatever the N supply. A strong
genotype/treatment interaction effect was obsefeedNUpE between D70 and D99. In HN
conditions, the NUpE of Oase was around 81%, suiggethat the N distributed to seeds
during this period is mainly provided by the N tiehewly taken up by the roots. The NUpE
of Oase is about 2-fold higher than Aviso in botlednditions. The global NREg. the NRE
calculated on the whole growing cycle (D0-D99; ®ab}3), reached about 55-60% for both
genotypes, indicating that a large part of the dtest in source organs at the bolting stage
(DO) is remobilized during the experiment. When N®&s calculated stepwiseg between
D0-D42, D42-D70 and D70-D99), a regular decreaseiwed throughout the steps, whatever
the treatment and the genotype. In HN plants, NRE W.2-fold higher in Oase than Aviso
between D42 and D70 while it was reduced by ab6@t after D70 (32.7 for Avises 14.9
for Oase). In response to LN supply, global NREreases for both genotypes, but a
genotypic effect was highlighted between D70 an@,¢here the NRE of Aviso was 1.4-fold
higher than Oase (Table D-3). However, no genotygeiment interaction was observed for
NRE.

N fluxes at the whole plant level in HN conditions

The™N labelling method used in this study gave the opymity to determine precisely the
N fluxes at the whole plant level (remobilizatiomdauptake) between D0-D42, D42-D70 and
D70-D99. Due to the fact that genotype and N treatneffects were observed for NRE
solely between D70 and D99 in HN plants (Table Deslly the N fluxes between these two
growing stages are given in Figure D-18 (for otgeswing stages, N fluxes are given in
Figure D-S7 and DS-8). In HN conditions, N rematation was around 3-fold higher in
Aviso (Figure D-18A) than Oase (Figure D-18B). both genotypes, the stems was the main
source organ: 47%.€.57.32 mg N) and 59%.¢€. 24.70 mg N) of the total N remobilized in
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Table D-3: NUE, NUtE, NUpE and NRE of Aviso and Oase under ample or low N suply.

Genotypes (G) Source of variation
Aviso Oase G N GxN
N treatment (N) HN LN HN LN Fe Fu r Fexn
NUE?2 1.98+0.06 3.00t0.12" 2.29+0.1¥ 2.86+0.08" 1.048 | 89.81" | -0.90| 7.13
NUtEP 13.25+0.66 | 20.2#2.00 | 13.67+0.50 | 23.450.55 3.38 73.78" | -0.90 1.10
NUpE®
45.86+8.10 | 32.00:5.30 | 81.5%4.25 | 70.32+7.88 8.72* | 60.81" | 0.76 | 22.96
(%; D70-D99)
Global
0-99 59.12+1.99 | 74.10t3.22" | 52.83+2.03 | 76.08:4.10" 0.70 55.28" | -0.89 2.59
Stepwise
NREY
%) 0-42 72.28+3.48 | 86.624.37 | 77.59+4.52 83.26t4.16 0.07 7.74 | -0.60 1.45
0
42-70 51.17+1.46 | 77.8(t4.16™ | 59.90+2.92 | 75.65+11.29 0.37 15.40 | -0.73 1.01
70-99 32.7Qt2.75 | 39.96t2.19 | 14.91+1.13 | 27.70+1.75™ | 71.99" | 31.99" | -0.52 2.43

The plants were supplied with an ample (HN, 3.75 mM) or low (ION375 mM) nitrate concentration. DO corresponds to the
early bolting stage, D42 to pod formation, D70 to seed fijlamd D99 to mature seeds. The main source of variation iscagedu
from an ANOVA test where genotypes, N treatment, and gereokypl treatment interaction were tested. The resulting Feslu
are presented below. The r values correspond to the coorelagtween N supply and NUE, NUtE, NUpE and NRE, respegtivel

& NUE (Nitrogen Use Efficiency) corresponds to the mg of N éeds per mg of the N amount in the whole plant relative to the
seed DM (g) produced per g of total DM (including roots, podlsvand seeds).

b: NUtE (Nitrogen Utilization Efficiency) corresponds toetly of seed DM produced per mg of N in shoots (including podswall
and seeds).

¢ NUpE (Nitrogen Uptake Efficiency) is estimated as the patage of N derived from uptake in the total N (from remobitian

and uptake) distributed to seeds between D70 and D99 (% oftNhiited to seeds that derived from uptake).

d NRE (Nitrogen Remobilization Efficiency) is determined ¢he percentage of N stored in all source organs which is
remobilized (the total remobilized N amount relative to tbtal N amount in all sources) between DO (bolting stage) faral
harvest (D99) or between DO and D42, D42 and D70 and D70 and D99

Asterisks represent significant differences between Mttnents and hashes represent significant differenceseketihe two
genotypesr{=4 plants; #,*=p<0.05; **= p<0.01; **=p<0.001).
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Aviso and Oase, respectively. For Aviso, the owiIrce organs were the leaves, pod walls,
flowers and roots while for Oase the source orgaee leaves and roots. For Oase, the N
amount remobilized from leaves was 4.4-fold loweart for Aviso. The N remobilized from
source organs was mainly distributed to the sedtthsarsignificantly greater amount in Aviso
(119.18 mg N) than Oase (31.66 mg N). Contrary wis@, the flowers of Oase are sink
organs (7.46 mg N) for remobilized N. There wasigmificant difference in the amount of N
uptake between genotypes (202.8 mg N for Aviso 2hitl6 mg N for Oase; Figure D-18).
However, the allocation of N towards seeds is nmog@ortant for Oase (135.6 mg N) than for
Aviso (87.97 mg N). Despite this higher allocatiohN towards seeds in Oase, the total N
distributed to Oase seeds was not the same asigo &40 mg N for Oase compared with
Aviso; Figure D-18).

N fluxes at the whole plant level in response to tnate limitation

Between DO and D42, N remobilization increasedAwiso in response to LN treatment
(+20.6 mg N; Figure D-19A) compared with HN (Figu®:S7), due to a larger N
remobilization from source leaves (+18 mg N). Ttesobilized N was mainly redistributed
towards siliques, allowing a similar amount of No® redistributed as HN plants (around 110
mg N). In contrast to Aviso, Oase showed a simaéal amount of remobilized N in both N
conditions (154.4 mg and 150.6 mg N in LN and HMditons, respectively; Figure D-19B
and Figure D-S7B). However, compared with HN, théistribution of this remobilized N to
siligues was higher in Oase LN plants (+28 mg Np tlua lower lossia dead leaves and a
lower redistribution to sink leaves (Figure D-19Bhe N remobilization in Oase was lower
than Aviso (-12 mg N) due to a lower contributidnraots and flowers. As expected, in LN
plants the N uptake strongly decreased for Avistdy(87.82 mg N) and was not detected for
Oase (Figure D-19). In Aviso LN plants, the mainksorgans for the N uptake were siliques,
leaves and stems (Figure D-19A). Thanks to the tdkgoin Aviso, which supplemented the
N remobilization, the total N amount distributed ditiques was similar in both genotypes
(around 130 mg N; Figure D-19).

Between D42 and D70, no N uptake was detectabletfandotal remobilized N amount
decreased for both genotypes under N limitatiogufé D20) contrary to HN plants (Figure
D-S8). This was mainly related to lower contribnsoof leaves and pod walls, leading to a
lower N redistribution to seeds. The N remobiliaativas 1.2-fold higher for Aviso than Oase
(Figure D-20), mainly due to a 2-fold higher N rdmization from leaves. Nevertheless, the
N redistribution to seeds was not significantlyfeliént between the genotypes (144.73 mg N
for Aviso and 127.75 mg N for Oase). These resdts be explained by the fact that flowers
and stems are sink organs for Aviso contrary toeQasd a higher N loss by dead leaves
occurs for Aviso.

Between D70 and D99, the N remobilization from sdlurce organs was low for both
genotypes (Figure D-21), leading to a lower totalelobilization in LN compared with HN
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Figure D-18: N fluxes in Aviso (A) and Oase (B) in HN conditions betwen D70 and D99.The plants were
supplied with an ample concentration of nitrate (HN, 3.75 mM of relraD70 corresponds to the start of seed
filling and D99 to the mature seed stage. Fluxes of N from remobilizatfamptake in the different organs are
expressed as mg of N remobilized or taken up, respectively. A shadatémxs that the organ was not present
during these growing stages. For fluxes of N remobilization, the N amountlisated with a minus sign (-)
when N is remobilized from a source organ, or it is indicated with us @ign (+) when remobilized N is
redistributed towards a sink organ. Data are indicated as the naae4vstandard error. Hashes represent
significant differences between genotypes (n=4 plants; p<0.05).
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plants (-59% for Aviso and -43% for Oase; Figurd®- Consequently, a lower N amount
was redistributed to seeds (-73.13 mg N for Avisd al4.22 mg N for Oase; Figure D-21).
Under LN conditions, Aviso had a higher amountaiat remobilized N than Oase (+27 mg
N) resulting in a higher redistribution of remobdd N to seeds (+29 mg N). This was related
to a higher remobilization from stems (+21.81 mgaxy source leaves (+2.42 mg N) for
Aviso compared with Oase. The flowers were sinkansgfor remobilized N in Oase LN
plants (Figure D-21B) in contrast to Aviso LN planlt is noteworthy that contrary to the HN
treatment, sink leaves were present for both g@astyFigure D-21). Unlike the previous
period (D42-D70, Figure D-20), a significant N vgaoccurred in both genotypes under LN
conditions (Figure D-21). The N uptake and allamatiof N taken up into seeds were
respectively 1.57- and 1.86-fold higher for Oasantlior Aviso. Nevertheless, the total N
amount distributed to the seeds of Oase LN plargsfiom N uptake and N remobilization,
54.8 mg N) remained lower than the total N amousitriduted to seeds of Aviso LN plants
(66.2 mg N, Figure D-21).

Impacts of nitrate limitation on chlorophyll levels, N compounds and amino acid
metabolism during N remobilization in a selected aarce leaf

In order to study the remobilization at the folewel in response to N limitation applied at
the bolting stage (DO0), selected mature leaves rgodey senescence during the experiment
(called “source leaves”) were analysed in detadrd®8 days. The leaf biomass (at D0O), leaf
area (from DO to D28; Figure D-S9) and chloropleghtent (at DO; Figure D-22A) in these
selected source leaves were not significantly défie between Aviso and Oase, meaning that
the leaf initial status was similar between bothagpes. Consequently, it was possible to
compare the processes involved in the N remobitinaif source leaves of both genotypes. In
HN conditions, the chlorophyll content decreaseDatnd remained constant for Aviso until
D28, while it decreased all along the experimemt@ase. In response to LN treatment, a
decrease in chlorophyll content was observed fré&t for both genotypes (Figure D-22A).
In HN conditions, the N amount in the source leak\w2-fold higher for Aviso than for Oase
and remained nearly constant during the 28 daysbéih genotypes (Figure D-22B). In
response to LN conditions, the leaf N amount dea@asignificantly from D21 in Aviso
alone, resulting in a decline of 83% (-6.13 mg Biween DO and D28 (Figure D-22B).

Considering the different N fractions, it is notetiny that whatever the genotype, a similar
pattern of soluble protein degradation (strong el@ee at D7) was observed for both N
conditions. However, the only available biologicaplicate at D28r{=1) suggested a lower
amount of soluble proteins at D28 in LN plants cangd with HN for both genotypes (Figure
D-22C). Even though the level of free amino acids \i.7-fold higher in Aviso than in Oase,
it decreased strongly in both genotypes at D28 hh ¢dnditions (Figure D-22D). In LN
conditions, a lower amount of N-amino acids waseolsd for both genotypes at D21
compared with the HN treatment. Surprisingly, thacfion corresponding to the other N
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Figure D-19: N fluxes in Aviso (A) and Oase (B) in LN conditions betwen DO and D42.The plants
were supplied with a low concentration of nitrate (LN, 0.375 mM of nilxal20 corresponds to early
bolting and D42 to pod formation. Fluxes of N from remobilization or uptakéhe different organs are
expressed as mg of N remobilized or taken up, respectively. Forsfloik® remobilization, the N amount is
indicated with a minus sign (-) when N is remobilized from a sourcgur or it is indicated with a plus sign
(+) when remobilized N is redistributed towards a sink organ. Dagairadicated as the mean value
standard error. Asterisks represent significant differenbesveen treatments and hashes represent
significant differences between genotypes (n=4 plants; p<0.05).
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compounds increased in Aviso between DO and Dlabth N conditions (+64% and +80%

in HN and LN, respectively; Figure D-22E). Thereafthe fraction of other N compounds in
the source leaf of Aviso remained almost stabléll plants while it decreased strongly in

LN plants (-82% between D14 and D28). Concerninged#he other N compounds remained
low and constant during all the experiments, whatéwe N supply.

The activities of glutamate dehydrogenase (GDH)g@uathmine synthetase (GS), involved
in the metabolism and remobilization of amino aaitising senescence, were similar and
constant in both N conditions for Aviso, except £50% decrease in GS activity at D28 in
both N conditions and a putative 6-fold increasel{ of GDH activity at D28 in LN
conditions (Figures D-23A and D-23B). Concernings@athe GDH activity remained low
until D21 and increased by 1.5-fold at D28 in bdthconditions (Figure D-23A). In HN
plants, the GS activity remained constant until 2t decreased by 43% at D28-X). In
LN plants, the GS activity increased (1.5-fold)Dé&t1 and putatively decreased at D281,
Figure D-23B). The immunoblots of cytosolic (GSI)dachloroplastic (GS2) glutamine
synthetase (Figure D-23C) revealed that the prapordf GS1 was not impacted by LN
treatment in both genotypes, but it remained higbeOase throughout the experiment (53%
for Oase and 39% for Aviso on average).

Proteolytic activities in the source leaves

Different protease inhibitors (against cysteinejngg aspartic or metalloproteases and
proteasome) were used in order to identify thesclafs proteases involved in the strong
degradation of soluble proteins occurring in tharse leaf at D7 (Figure D-22C). Due to the
fact that Rubisco represents a large proportiothefsoluble proteins in leaves (Ellis, 1979),
the characterization of proteases was determui@dhe analysis of the degradation of the
Rubisco large subunit (LSU, Figure D-24A). In sauleaf of HN plants (Figure D-24B), the
LSU proteolysis was strongly inhibited by iodoacei@e for Aviso and Oase (35.5 and
31.3% of inhibition, respectively) and by MG132 foase (46.22% of inhibition), suggesting
that the proteolysis is mainly carried out by ciysteproteases for Aviso and by the
proteasome and cysteine proteases for Oase. Theibcoion of cysteine and aspartic
proteases to the LSU degradation in Aviso was #meesin both N conditions, while a slight
increase of serine proteases (from 6.1 to 12.1%kobition; p = 0.12) and metalloproteases
(from 7.9 to 14.1% of inhibitionp = 0.17) and a significant increase of proteasoantieity
(60% of inhibition) were observed (Figure D-24B) nesponse to the LN treatment. The
contribution of proteasome, cysteine and serinéepses for Oase remained similar in both N
conditions. Compared with HN plants, the contribntof aspartic proteases decreased (4% of
inhibition) while the participation of metallopra@tees increased (27% of inhibition) in Oase
LN plants (Figure D-24B).
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Figure D-20: N fluxes in Aviso (A) and Oase (B) in LN conditions betwen D42 and D70.The plants were
supplied with a low concentration of nitrate (LN, 0.375 mM of nitrate). @dZresponds to pod formation and
D70 to the start of seed filling. Fluxes of N from remobilization or ugtékthe different organs are expressed
as mg of N remobilized or taken up, respectively. A shaded box meansthatgan was not present during
these growing stages. For fluxes of N remobilization, the N amount isatelil with a minus sign (-) when N is
remobilized from a source organ, or it is indicated with a plus signwhen remobilized N is redistributed
towards a sink organ. Data are indicated as the mean waktandard error. Asterisks represent significant
differences between treatments and hashes represent sighififi@rences between genotypes (n=4 plants;
p<0.05).
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DISCUSSION

Evidence of two different N management strategieshat lead to a similar seed yield
under ample nitrate nutrition

The ™N-labelling method performed in this study allowée distinction between
endogenous and exogenous N fluxes and, therefoee,rdlevant determination of the
involvement of N uptake and remobilization duringed filling. Despite no significant
differences in seed yield (Figure D-16), the two@gpes of winter oilseed rape investigated
in the present work showed contrasting N managenhamtg seed filling under ample nitrate
supply. In fact, even if both genotypes used exogsrand endogenous N for seed filling
(Figure D-18), Oase had the highest NUpE (82%) evAiViso had the highest NRE (32%)
during seed filling (Table D-3). Our data suggédsit tallocation of N taken up into seeds is
more efficient in Oase than Aviso, while the praassof N remobilization from source
organs towards seeds during the final reprodugiheses is higher in Aviso. In fact, during
seed filling, the total N remobilization was 3-fdicgher for Aviso than for Oase, which was a
consequence of a higher remobilization from leawsms and pod walls (Figure D-18),
leading to a higher amount of N redistributed taygaseeds (Figures D-17C and D-17D).
These results confirm that leaves, stems and pdi$ wee the main source organs for N
remobilization after flowering (Dreccest al, 2000; Hockinget al, 1997; Malagoliet al,
2005b; Noquetet al, 2004; Rossatet al, 2001).

Under nitrate limitation, N management in Aviso ismore efficient than Oase for seed
filling

Despite an increase of NHI (Table D-2), a decredsseed yield was observed for Oase
and Aviso in response to nitrate limitation (LNan@ment) applied at the early bolting stage
(Figure D-16). The seed oil percentage increasedesponse to LN conditions for both
genotypes (Table D-2) but the nutritional qualitly al of both genotypes was affected:
increase of (i) C18:2 / C18:3 ratio for Oase aidpfioportion of erucic acid for Aviso (Table
D-2). These results confirm the strong relationgiepveen N supply and oil quality (Ahmad
and Abdin, 2000) and suggest a genotypic varighéliout the oil quality in response to N
limitation.

As expected, in response to LN treatment, the Nakgtwas lower throughout the
experiment (Figures D-19, D-20 and D-21) and thalthl amount in seeds (mg N in total
seeds) decreased for both genotypes (Table Dedjliig to a lower protein content in
parallel to the increase in oil content (Asare &odrisbrick, 1995; Tayloet al, 1991; Zhao
et al, 2006). Nevertheless, a significant N uptake aezliduring seed filling despite the low
N supply, especially in Oase (Figure D-21), sugpgrthe fact that there is a significant N
uptake capacity after flowering in oilseed rape I@dali et al, 2005b; Noqueet al, 2004).
Interestingly, growth of new leaves was observednduseed filling in response to LN
conditions (Figure D-21). Even if these new orgegmesent a sink for N, new leaves may
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help maintaining photosynthetic capacities duriegdsfilling and raise the potential seed
yield by increasing the allocation of C to seedsnd.et al, 2006; Schulte auf'm Erlest al,
2007). In addition, photosynthetically active leaweuld participate in the improvement of N
uptake (Drecceet al, 2000), as previously suggested for winter oilseguk (Wiesleet al,
2001a). Indeed, the N uptake is associated withatrelability of photoassimilates in the
roots (Wardlaw, 1968). Consequently, the highepkake of Oase during seed filling (Figure
D-21) may be related to the significantly higherc@tent observed under N limitation in
Oase roots at D70 and D99 (+4% and +5% respectioetypared with Aviso; data not
shown).

As in HN conditions, N from uptake is mainly used $eed filling in Oase, but due to the
low N supply, a lower N amount is distributed t@de compared with Aviso (Figure D-21).
In addition, even though Oase had the highest Mkeptiuring seed filling, Aviso had the
highest total N uptake from the bolting to matueeds stages (75 mg N) in comparison with
Oase (58 mg N) (Figures D-19, D-20 and D-21). Th®mult agrees with the previous studies
reporting that the genotypic variability of N upgaks mainly observed under restricted N
supply (Schulte aufm Erlegt al, 2011; Yau and Thurling, 1987). However, becausth b
genotypes have the same seed yield under LN condit(Figure D-16), the positive
correlation between N uptake and seed yield dematestin previous works on oilseed rape
(Schulte auf'm Erlet al, 2011; Ulaset al, 2013; Wiesletet al, 2001b; Yau and Thurling,
1987) was not confirmed in our experimental coodsi The higher N amount in seeds of
Aviso could be due to the fact that, as in HN tmeait, endogenous N is mainly used for seed
filling. Indeed, Aviso had a higher NRE during sdiihg (Table D-3), leading to a higher
redistribution of the N remobilized from leaves atdms toward seeds in comparison with
Oase (Figure D-21). In order to better understdredimportance of N remobilization from
leaves and stems in Aviso with its superior NREsthorgans were studied in detail.

Impact of leaf N remobilization and its associatectellular processes in coping with N
limitations

As previously observed for oilseed rape cv. Cagitbdlagoli et al, 2005b; Rossatet al,
2001), leaves are the main source organs betwdéngoand early pod formation, whatever
the genotype or the N supply (Figure D-19 and T&bl87). In fact, the maintenance of the
amount of N distributed to siliques in Aviso und@ conditions is linked to an increase in N
remobilization from source leaves (Figure D-19A3asated with an increase in the number
of dead leaves (Table D-S9). The N remobilizatiomhegves of Oase (Figures D-19B and D-
22B) and the number of dead leaves (Table D-S9¢ wianilar in both N conditions whatever
the N supply, suggesting a similar progressioreaescence for this genotype whatever the N
supply, which has never been highlighted previausly

The mechanisms involved in N remobilization werentlinvestigated in a selected source
leaf, becoming senescent between the bolting amdldtvering stages. Proteins are the main
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Figure D-22: Changes in chlorophyll level, total N, N-soluble protas, N-amino acids and other N compounds

in a source leaf.Plants of Aviso and Oase were supplied with ample (HN, 3.75 mM) or ldw 0.375 mM) nitrate
concentrations. These data were obtained on a selected “sourgel&tafmined as mature at DO (early bolting) and
becoming senescent during the experiment. The chlorophyll amount (A; SPAIR)valexpressed in an arbitrary
unit. The amount of total N (B), soluble proteins (C), amino acidsdBJ other N compounds (E) are expressed as
mg of N per leaf for each fraction. The fraction of other N compounds thahlyna&iorresponded to insoluble
proteins, oligopeptides and ammonia, was determined as follows: nagabf\t amount - (mg of N-soluble proteins +
mg of N-amino acids). All these data were quantified at 0, 7 (boltimgeyt, 14 (flower buds raised above the
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form of N storage in source leaves, especiallydbleible protein Rubisco (Makinet al,
1992), and for both genotypes a massive degradafiadhe soluble proteins occurs 7 days
after bolting under both N conditions (Figure D-322The aspartic and serine proteases seem
to contribute at a low level to the proteolysisbioth genotypes (Figure D-24B), contrary to
previous results reported fédwrabidopsis(Robertset al, 2012). Our study reveals a higher
involvement of metalloproteases during N remobil@a in the source leaves of Oase in
response to LN supply (Figure D-24B). These resrksconsistent with previous proteomics
studies which showed the induction of metallopre¢sa(FtsH) during leaf senescence at the
vegetative stages of winter oilseed rape (cv. @§pih response to limitation/privation in
nitrate (Desclost al, 2009). Because FtsHs are involved in the prosslgf D1 or Lhch3
proteins localized in the thylakoid membrane (Wagriel, 2012), our results suggests that a
nitrate limitation may lead to an improvement ie thegradation of thylakoid-bound proteins.

Except for Aviso in HN conditions, the classes abtpases having the greatest
involvement in the massiviem vitro proteolysis observed 7 days after bolting are eigst
proteases and the proteasome system (Figure D-Z#B)importance of cysteine proteases in
leaf proteolysis is in agreement with previous Esicbn winter oilseed rape demonstrating
that the cysteine protease SAG12 is highly indueg¢dthe transcriptomic (Buchanan-
Wollaston and Ainsworth, 1997) and proteomic (Desdt al, 2009) levels during leaf
senescence. The efficient N remobilization obsefeedOase in both N conditions and for
Aviso in LN treatment seems to be correlated taga lksontribution of the proteasome in the
proteolysis mechanisms (Figure D-24B), which canfthe previous studies on oilseed rape
(Descloset al, 2009) andArabidopsis(Robertset al, 2012). In addition, in oumn vitro
conditions, the proteasome seems to be able tadeghe LSU of Rubisco. However, in cell,
the proteasome complex is involved in degradatibnproteins previously tagged with
ubiquitin and is mainly localized in the nucleusliaytosol (around pH 7.5, (Sullivast al,
2003)). Some studies Arabidopsisshown that Rubisco is degraded in acidic organslies
as lytic vesicles or vacuoles (around pH 5, (H&teimer and Feller, 2002; Martinez al,
2008b)) and/or directly in the stroma (charactetiby a pH of 7.5 and a low amount of
ubiquitin (Beerset al, 1992)). Taken together, these studies suggesRiliaisco is probably
not degradedn planta by the proteasome system. However, a chloroplds8icenzyme,
involved in the selectivity of the ubiquitin-proszane system during plastid formation was
recently found in the outer membrane of chloroglgging et al, 2012). In addition, the
proteolysis by the proteasome can occur withouirtlielvement of ubiquitin in animal cells
(Vierstra, 1996), suggesting that could also happenplant cells. Consequently, the
involvement of the proteasome pathway in the desgrand of chloroplastic proteins seems to
be possible and should be investigated further.

The efficient degradation of soluble proteins otsedrin the senescing leaf of Aviso under
both N conditions (Figure D-22C) was not correlateth a concomitant decrease in the total
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Figure D-23: Changes in glutamate dehydrogenase activity, glutamine stmetase activity and
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nmol of NADH used.h-1.ug-1 proteins. The activity of glutamine synthetase By®as determined
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after western blotting with specific antibodies and the percentddsS1 among the total GS amount
was estimated. Data were observed at 0, 7 (early bolting), 14 (flouds kaised above the youngest
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of bolting (D0). Only one biological replicate remained at D28, and itaevés indicated by a cross (x).
In panels A and B, data are indicated as the mean valsE (vertical bars). Letters a, b and ¢ represent
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N amount (Figure D-22B). In our study, there wastramsient accumulation of N in the
amino acid fraction (Figure D-22D), confirming thiéte export of amino acids was not
limiting, as indicated in earlier results obtairfed winter oilseed rape cv. Lirajet (Tilsnet

al., 2005). Consequently, despite the decline in NHsel proteins, the stability of total N in
senescing leaf was related to a transient accuronlaf other N compounds (Figure D-22E),
including transmembrane proteins, peptides, nitratel/or ammonia. In addition, the
degradation and/or export of these other N compsseem to be responsible of the higher N
remobilization of the source leaf observed at DBtlar LN conditions (Figure D-22E). In
Aviso LN plants, the high decrease of other N coomuts at D21 is followed by an increase
of the amination activity related to GDH (Figure2BA), which catalyses the incorporation of
ammonium oru-ketogluratate to produce glutamate in case of matation of ammonium
(Masclaux-Daubresset al, 2010) released by the catabolism of proteins pegtides
(Damodaran and Ananta-Narayanan, 1938). The belégradation of transmembrane
proteins and peptides in LN conditions could leadah ammonium accumulation and,
therefore, may explain the increase of aminatiothieyGDH in order to detoxify the cell and
produce glutamate, which is found in phloem samitdfeed rape (Lohaus and Moellers,
2000). If this hypothesis is true, the lower legkbther N compounds observed in source leaf
of Oase in both N conditions (Figure D-22E) coulel due to an efficient degradation of
transmembrane proteins and/or peptides into amicdsa The amino acids are not
accumulated in the source leaf (Figure D-22D), sstgg that they are well exported
towards the phloem vessels. This could be relaigtid fact that GS1, the cytosolic isoform
of GS which is known to be involved in N remobilipa processes (Ochet al, 1999), is
present in higher proportions in the source leaDake than in Aviso one (Figure D-23C).
These data suppose that an efficient degradatidran$membrane proteins and/or peptides
and a rapid conversion of amino acids into theingportable forms (such as glutamate and
glutamine) by enzymes like GDH or GS1 in order tdhance their exportation from the
mesophyll cells towards the phloem is an imporgdnysiological trait for the optimization of
NRE. These results have to be confirmed and otheynees involved in the conversion of
amino acids, such as asparagine syntheta&eainidopsis(Gaufichonet al, 2013), have to be
investigated in oilseed rape leaves.

Stems play a pivotal role in N management as a traient N storage organ

In LN supply, the highest N amount in seeds of Awempared with Oase is linked to a
large N remobilization (3-fold higher) from the st¢o seeds during seed filling (Figure D-
21). As previously observed (Wieslet al, 2001b), the highest N remobilization is not
related to a lower residual N in the stem at D9gyfes D-S7 and D-S8), but to a significant
higher distribution of N towards the stem beforedsdilling (Figures D-19 and D-20).
Consequently, the increase of N storage capacsyeims before the onset of seed filling may
significantly improve the N remobilization from ste towards seeds. The same conclusion
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Figure D-24: Rubisco large subunit degradation in a source leaf with omwithout protease
inhibitors (A) and the inhibition of the protease activities by protease inhibitors (B). The
Rubisco large subunit (LSU) in the soluble protein extract (PE)efgource leaf (7 days after
bolting) is visualized on Stain Free SDS-PAGE and quantified for tlue biological repetitions
(see Fig. D-S10) by Image Lab software (Bio-Rad) at (t0) and afteasf Iincubation at 37C (t1h)
without inhibitors (PE, control conditions) or with specific proteashibitors: iodoacetamide
(PE+CPI; cystein protease inhibitor), aprotinin (PE+SPkinge protease inhibitor), methanol
(PE+Me), methanol and 1-10 phenanthroline (PE+Me+MI; metalloprete@sbitor), methanol
and pepstatin A (PE+Me+API; aspartic protease inhibitor), DMBE+HDMSO) or DMSO and
MG132 (PE+DMSO+PI; proteasome inhibitor). The most represestdtivlogical repetition is
shown in panel A and the percentage of degradation (mean ¥a8ie n=4 plants) are indicated
below. Panel B presents the inhibition of the protease activitieghiey proteases inhibitors
(expressed as % of LSU degradation observed in control conditiong. (REpanel B, data are
indicated as the mean valueSE. An asterisks means that the LSU degradation is significantly
different between N treatment and # means a significant diffeeebetween genotypes (n=4
plants; * or # =p<0.05).
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was observed about leaves during seed filling. Hewewhile leaves were crucial source
organs before early silique formation, their papttion remained low during seed filling
(only 7 and 5% of total N remobilization for Avismd Oase, respectively; Figure D-21). A
high N remobilization from leaves towards the steas previously associated with a high
NUE in spring oilseed rape (Balint and Rengel, 30Taken together, results suggest that the
stem is a crucial buffering organ for transient tdrage in order to compensate the delay
between the large N remobilization from leaves tedsink N demand for seed filling.

CONCLUSIONS

As previously observed under restricted N supgdig higher N uptake from bolting to
flowering is associated with the most efficient gegme for seed N filling (Aviso in our
study). Nevertheless, under field conditions, thearal N availability strongly fluctuates and
is usually low during seed filling, meaning thahigher N uptake could not be sufficient to
significantly improve the NUE. The investigationtbe contrasting N management in Aviso
and Oase genotypes confirms that remobilizatiomndumonocarpic senescence is efficient
for leaves and stems. Consequently, an efficiamblglization and utilization of N taken up
and N stored before the onset of seed filling abpbly one of the main physiological trait for
attaining a high NUE in an agronomic context of enat N restriction. Up to the early phase
of seed filling, N is mainly stored in leaves, ahdrefore an efficient foliar N remobilization
is important to limit N loss from dead leaves antpioving seed N filling together with a
limitation of pollution risk. Our findings suggesthat an efficient foliar NRE is mainly
associated to (i) a high proteolysis by the cystgiroteases and proteasome system and (ii) a
strong coordination between proteolysis, the eXgegradation of oligopeptides and the
export of amino-acids (involving the enzymes GS #idH). Future developments are
needed to confirm the relevance of these class@sotéases before their potential use in a
"candidate protein-strategy” to identify QTLs reldtto high NRE. Our study also highlights
that the improvement of NUE and seed N filling untbev mineral N availability is highly
related to an efficient storage of the N remobdiz@m leaves into the stem. Thus, it is likely
that the stem may act as a transient storage drgaase of asynchronism between the
massive remobilization of N coming from source Esand its further utilization by seeds.
Such physiological traits (efficient leaf N remadiition, transient N storage in stems) may be
particularly relevant to breeding programs aimeddantifying Brassica napugenotypes
having high NUE in response to the fluctuation dfate availability and low N fertilizer
inputs.

METHODS

Greenhouse experimentation

Two genotypes of winter oilseed rapBrdssica napud.. cv. Aviso and Oase) were
cultivated in greenhouse conditions (Figure D-Sdjer sterilization, seeds were sown on
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watered vermiculite and when the first leaf appeapantlets were supplied for the first 2
months with a 25% Hoagland solution (1.25 mM CafN@H,0; 1.25 mM KNQ; 0.5 mM
MgSQOy. 0.25 mM KHPOy; 0.2 mM EDTA-2NaFe-3kD; 14 uM HBOs; 5 uM MnSQ; 3
UM ZnSQ; 0.7 uM (NH)eM07O24; 0.7 uM CuS@, 0.1 uM CoC)). Thereafter, plants were
vernalized for 8 weeks under a long photoperiodlandtemperature (day: 10 h, 10°C; night:
14 h, 4°C; 90 mL of 25% Hoagland solution per pleeriewed twice a week). During pre-
culture and vernalization, light was supplied bygiiPressure Sodium Lamps (Philips,
MASTER GreenPower T400W) with a PAR (PhotosyntladtycActive Radiation) of 400
pmol photon.d.m™? at the top of the canopy. After vernalization,ntéawere transferred to a
greenhouse in pots containing perlite and vermtieyR:1, v/v; one plant per pot; 40 plants
per square metre), and exposed to a thermoperid@°ef (day) and 15°C (night). To estimate
the N fluxes at the whole plant level, long ternispichaséN-labelling (at 2% atom excess)
was applied from the first days of germination uthe early bolting stage (Day O of the
experiment (DO) corresponding to GS31, a growthestdetermined from the scale of BBCH
(Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt undn@$thie Industrie)). At DO™N-NO;
labelling was stopped and two N treatments witlabelled-NQ were applied until the final
harvest stage (D99; corresponding to G&89the final stage of development with mature
seeds and the whole plant in senescence): higitai(HN, 3.75 mM) and low nitrate (LN,
0.375 mM). Each day the nutrient solution was sigdplutomatically in an increasing
volume as a function of the growth stages: 90, 130, and 180 mL per plant at the start of
the bolting, visible bud, flowering, and seed matian stages, respectively.

Plants were harvested at different growing staf&s(GS31), D7 (GS32: bolting stage),
D14 (GS53: flower buds raised above the youngestels), D21 (GS59: first petals are
visible), D28 (GS60: flowering), D42 (GS70: endflofwering), D70 (GS73: pod filling) and
D99 (GS99: mature seeds, whole plant in senescefta)ts were separated into roots
(including taproot and secondary roots), leavesmstincluding the ramifications), siliques,
seeds and pod walls (when siliques were dehisc@&hi. dry matter of each organ was
determined after freeze-drying. The thousand seeight and the total seed number were
deduced from the weight of one hundred seeds 48teiat 30°C.

In order to analyse foliar N remobilization, leawesre classified into three groups (dead
leaves, old+mature leaves and young leaves) omdbkis of their nodal position, their leaf
area was determined by a LI-COR 300 area meteCQ@R, Lincoln, NE, USA) and their
chlorophyll content measured by SPAD (Soil Plantsis Development; Minolta, SPAD-
502 model). Throughout the experiment, dead leaasse counted and harvested. Moreover,
at DO, a mature leaf that had become senescemigdilie experimeni.g. a “source” leaf for
N) was tagged and studied in order to characteheeprocesses associated with leaf N
remobilization from bolting (DO) to flowering (D2&$ee Figure D-S9 for more details about
the selection of these source leaves). One hdliisfmature leaf was freeze-dried, weighed
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for dry matter and ground to a fine powder for lert biochemical analyses. The other half of
the mature leaf was immediately frozen in liquittagen and stored at -80°C until further
protein and molecular analyses.

Determination of oil content, fatty acid compositim and protein contents in seeds

As previously described by Duboussetal. (Duboussett al, 2010), seed samples (about
3 g) were scanned on a monochromator Near Infra-fRedem (NIRSystem model 6500,
FOSS NIRSystem Inc, Silver Spring, MD, USA) equigpeth the transport module, in the
reflectance mode. The results were predicted franexdernal calibration established for oil
content and composition of fatty acids (CRAW, Geoolsl Belgium). Three determinations
were performed for each biological replicate.

Total N and '*N quantification, whole plant N fluxes and determiration of NUE
components

The total N and®N amounts in each organ were analysed by an elamanglyser
(EA3000, EuroVector, Milan, Italy) linked to a camious flow isotope mass spectrometer
(IRMS, IsoPrime GV instruments, Manchester, UK).eDio the long term pulse chase
labelling described below, thH8N amount is representative of the total N amoungvery
organ; the variation of thEN amount allows estimation of the endogenous Nefurelated
to N remobilization and the exogenous N flux comfmgm uptake. The determination of
source or sink status of leaves or other organsdeas on the basis of theftN amount,
where a sink organ is characterized by a gaiftdfand a source organ by a decrease in the
>N amount. The calculation of the whole plant N #sxare described in detail in Saletral
(Salonet al, 2014).

The N use efficiency (NUE) was calculated as:

NUE = (QNseed/ QNwhole plan) / (DMseed/ DMyhole plan)

where QNeegcorresponds to the N amount (mg) in seedsy#@Njant to the N in the whole
plant (including roots and seeds), to the seed dry matter (g) and e piantrefers to
the whole plant dry matter (g) observed at thel ft@ge (including roots and seeds; GS99).

The N utilization efficiency (NUtE) corresponds the seed dry matter (D)
production per g of N in shoots (@Qh,) and was estimated by the following calculation:

NULE = DMseeo!Q Nshoot

Based on the calculation of endogenous and exogeNofluxes, the N remobilization
efficiency (NRE; total remobilized N amount relaito the total N stored in source organs)
and N uptake efficiency (NUpE; N amount allocatedéeds from uptake relative to total N
distributed to seeds) were defined as follows (psraentage):

NRE :EQI\]remobilization*]-00 / (EQNsourcet + Z:QNuptakg
NUPE = QNSptaké 100 / QNSjistributed
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where ZQNremobilization COrresponds to the total N amount remobilized betweand t+4t,
2QNsourcet is the N amount in all source organg andXQNypakeCOrresponds to the amount
of N taken up that is allocated to all source osghetweent and t+4t. The QNSptake
corresponds to the N amount allocated to seeds fhemuptake and the QNKibuted tO the
total N amount distributed to seeds (from uptakd: rmobilization).

Analysis of N-soluble proteins, N-free amino acidand other N compounds in leaves

Soluble proteins were extracted from 200 mg ofdrofresh matter previously ground in a
mortar with liquid nitrogen and 500 pL of citrategsphate buffer (20 mM citrate, 160 mM
phosphate, pH 6.8 containing 50 mg of polyvinylpghyolidone (PVPP)). After
centrifugation (1h, 12 009, 4°C), the resulting supernatant, containing thietde proteins
(protein extract, PE), was transferred to a midsettand completed to 500 pL. The
concentration of the soluble proteins was deterchime an equivalent of bovine serum
albumin (BSA) using protein-dye staining (Bradfoi®,76). To obtain the protein amount in
equivalent nitrogen, an average N content of 16% a@plied. For amino acid extraction, 1
mL of sodium phosphate 100 mM (pH 7.5) was addezbtang of leaf powder obtained after
grinding of freeze-dried leaf samples. The mixtwees incubated twice (30 min at 80°C) with
1 mL of 80% ethanol and 1 mL of 50% ethanol, res8pely. After each incubation, the
resulting mixtures were centrifuged (10 min, 12 @)®°C) and the resulting supernatants
containing amino acids were pooled, evaporated r@rslispended in 500 puL water. To
guantify the amino acid concentration, 10 puL of monacid extract were added to 90 pL of
water and 1 mL of ninhydrin reagent (112 mM ninlydand 3.85 mM tin chloride in 100
mM citrate buffer pH 5, 50% (v/v) DMSO). After inlation for 20 min in boiling water and
10 min on ice, 5 mL of 50% ethanol were added &edabsorbance was read at 570 nm. The
amino acid concentration was calculated using [citeal as standards. The N-amino acid
amounts were deduced by using an average valuadlecular mass (110 g.mbland the N
ratio (7.86) obtained from previous studies in Isaimples of oilseed rape was used to
determine the N-amino acid amounts. In order terd@ne the amount of other N compounds
(including insoluble proteins, oligopeptides, nérand ammonia), the N-soluble protein and
N-amino acid amounts have been subtracted frortotaéN amount.

Analysis of glutamate dehydrogenase (GDH) and glutaine synthetase (GS) in the
source leaf

For GS and GDH analysis, proteins were extracteoh ft50 mg of fresh matter of leaves
(previously ground in a mortar with liquid nitrogenwith 1 mL of extraction buffer (10 mM
Na-EDTA, 10 mM MgCJ, 250 mM Tris-HCI pH 7.6, 13.3 mi-mercaptoethanol and 2 mM
leupeptine) containing 50 mg of polyvinylpyrrolid®itPVP). The GDH activity in the sense
of glutamate synthesis (expressed in nmol of NAD§s®d.H.pg proteift) was performed as
previously described by Masclauxadt (Masclauxet al, 2000). The same protein extract was
used to determine the GS activity (nmol glutamitiauly proteift) by the method of O’Neal
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and Joy (O'Neal and Joy, 1973). In order to mortherkinetic evolution of GS1 and GS2, a
western blot was performed. For this, the four dmatal replicates of protein extracts were
pooled and 10 pug were denatured with Laemmli 2XdvufLaemmli, 1970) containing-
mercaptoethanol (5% (v/v)). The proteins were sspdr on an SDS-PAGE gel (5.5%
polyacrylamide (w/v) for the stacking gel and 10%ypcrylamide (w/v) for the resolving
gel) and transferred to a polyvinylidene difluorid®/DF) membrane. The protein detection
of both GS (GS1 at 39 kDa and GS2 at 44 kDa) wasennging rabbit polyclonal antibodies
(1/100) derived by Eurogenetec (Seraing, Belgium) agaimstpeptide AYGENERRLTG.
The antibodies were detected by secondary antieddien goat (1/12 0GP coupled with
alkaline phosphatase. The relative amount of G@8tbgolic isoform) and GS2 (chloroplastic
isoform) was quantified by Image Lab software (Biad).

Analysis of protease activities involved in Rubiscdarge subunit (LSU) degradation in
the source leaf

In order to identify the proteases involved in tegradation of the Rubisco LSU, a new
method using Stain Free gels (Bio-Rad®) was peroknThese gels allow the detection of
proteins immediately after the end of the SDS-PA4BH in less than 2 min, and the method
is based on a UV-induced trihalo-compound modiftcabf tryptophan residues contained in
proteins (for details, see Kazminadt (Kazminet al, 2002)). In order to identify the protease
classes involved in the LSU degradation, the selplobtein extract (PE, 6 pg) obtained from
source leaves at D7 were either incubated for 1 3v&C (&) or not (b) in sodium acetate
buffer 250 mM (pH 5, 0.16%8-mercaptoethanol (v/v)) with or without specifioprase-class
inhibitors. lodoacetamide (14.5 mM) was used amhibitor of cysteine proteases (PE+CPI)
and aprotinin (34 puM) was the serine proteasesbitdni (PE+SPI). For analysis of
metalloprotease and aspartate protease activitteS, mM of 1-10 phenanthroline
(PE+Me+MI) and 10.2 uM of pepstatin A (PE+Me+APIgns used, respectively. Finally, 40
UM of MG132 (benzyloxycarbonyl-leu-leu-leucinol) mee used to inhibit proteasome
(PE+DMSO+PI). Due to the solubility of 1-10 phertantine and pepstatin inhibitors in 1%
methanol, the total protease activity was also tfied with 0.5 % methanol (v/v; PE+Me).
In the same way, due to the solubility of MG132D0MSO, the total protease activity was
carried out with 0.5 % DMSO (PE+DMSO). At @r after incubation for 1 h at 37°Gyt
Laemmli 2X buffer (Laemmli, 1970) containiffigmercaptoethanol (5% (v/v)) was added to
the protein samples (one volume of Laemmli 2X hufier volume of proteins) before protein
denaturation for 7 min in boiling water. The regdtsamples were loaded on SDS-PAGE
(Mini-PROTEAN TGX Stain Free Gels 4-15%, Bio-Rad&)d the LSU amount af (LSUy)
and after 1 h of incubation (LS4) were visualized and quantified using Image Laiwsre
(Bio-Rad®). The percentage of LSU degradation (%)Deith or without protease inhibitors
was firstly determined and used to deduce the mbibof LSU proteolysis (% Inh) by the
different protease inhibitors as follows:
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% Deg = (LS - LSUy) X100 / LSW
% Inh = (LSUWg) — (LSUsg-in) *100 / (LSUsp)

where LSUWE is the amount of LSU degraded without inhibitod &t8Usg.+inn, is the amount
of LSU degraded in the presence of protease irdngit

STATISTICAL ANALYSIS

The normality of the data was studied with the Ryaimer test at 95%. Analysis of
variance (ANOVA) and the Tukey test were used tmgare the means. When the normality
law of data was not respected, the non-paramegst df Kruskal-Wallis was carried out.
Statistical significance was postulated®at0.05. Four biological repetitions corresponding to
four different plantsri=4) were used and the data presented here aresegdre: standard
error (SE).

LIST OF ABBREVIATIONS
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Table D-S7: Dry matter of every organs of Aviso and Oase in LN and HNbaditions.

Genotype
& Date Roots Stem Leaves Flowers

treatment

DO 3.44+ 0.212 2.02+0.182 6.41+ 0.232 | 0.15+0.022
) D42 2.87+0.172 9.31+0.36° 2.76+0.17° | 0.07+0.062 | 8.67+0.82

Aviso FiN D70 2.81+0.52 8.94+ 0.59 0.79+0.17¢ | 0.29+0.112 | 5.91+0.84° | 4.54+0.702
D99 2.74+0.152 8.40+ 1.21° 0.26+0.02¢ | 0.08+0.032 | 7.73+0.642 | 8.75+ 0.69°
D42 2.31+ 0.25% 8.13+0.51° 1.36+£0.24° | 0.03+0.022 | 5.82+0.84™ _

Aviso LN D70 1.66£0.09° | 10.96+1.19* | 0.13+0.01° | 0.04+0.022 | 3.69+0.102 3.04+0.162
D99 1.99+0.16" 10.64+ 0.38° 0.35+0.14 0.02+0.022 | 3.99+0.25% | 5.10+0.35”"
DO 3.15+ 0.462 2.17+0.262 7.25+0.572 | 0.07+0.012
D42 | 3.06£0.272 | 11.15:1.06" | 2.78+0.23> | 0.16+0.072

Oase HiN D70 3.42+0.202 | 12.50+ 0.93%* | 0.59+0.08¢ 7.10+0.152 | 5.90+0.272
D99 3.17+0.192 | 12.11+0.98" [ 0.77+0.07¢ | 0.15+0.072 | 8.33+0.252 | 9.33+0.41°
D42 | 3.27+0.313# 9.92+ 1.06° 1.19+0.12° | 0.01+0.002 | 7.04+1.512 _

Oase LN | D70 | 3.13+0.15% | 9.32+0.66 | 0.02+0.02¢*# | 0.01+0.012 | 4.15+0.1°% | 3.46+0.14%"
D99 2.35+0.352 10.15+ 0.16° 0.37+0.1% 0.08+0.062 | 3.73+0.20° | 5.33+0.18”

The data are expressed in grams. The plants were cultivatathple (HN, 3.75 mM) or low (LN, 0.375 mM)
nitrate concentrations and the data obtained at DO (eattingasstage), D42 (pod formation), D70 (start of seed
filling) and D99 (mature seed stage) are presented in this t&rey box means that the organ was absent at this
growing stage. Letters a, b, c represent the significarfeidihces of organs between two harvest dates, the
asterisks indicate significant differences between N tineats and hashes indicate differences between
genotypesr{=4 plants;p<0.05).

Table D-S8: N amount of every organs of Aviso and Oase in LN and HN catidns.

Genotype
& Date Roots Stem Leaves Flowers

treatment

DO 50.25+ 2.402 35.04+ 1.612 130.73t 11.5% 8.16+ 0.782
. D42 26.15+ 1.91° 97.98+ 1.67° 70.69+ 10.02 3.60+ 3.242 240.05+ 24.312

Aviso HN D70 28.41+ 4.10° 104.56+ 25.06° 23.16+ 4.83¢ 15.62+ 6.152 94.31+ 17.4% 214.33t 29.532
D99 27.42+ 2.67° 91.55+ 8.43° 10.09+ 1.16° 3.56+1.622 12753+ 16.42> | 421.48+ 40.08
D42 19.98+ 0.88”" 59.74+ 9.62%" 29.16+ 0.98”" 1.38+1.14* | 132.38+ 11.43 _

Aviso LN D70 15.67+ 1.49% 65.50+ 3.322 3.42+ 0.43" 1.78+0.992 26.84+ 3.722 128.19+ 7.94>
D99 12.80t 0.83”" 40.65+ 5.28" 11.36+ 4.25° 0.68+0.61* 22.33+ 1.96% 194.36+ 8.05”"
DO 47.74+ 6.112 38.15+ 5.142 133.62+ 6.712 3.73+ 0.50%
D42 25.71+ 2.30° 100.26+ 19.89° 72.16+ 6.83° 3.98+ 3.992 218.07+ 21.0

Oase HN D70 26.85¢+ 2.24° 72.06+ 11.84° 15.84+ 2.59¢ 95.41+ 16.83 265.57+ 10.96%
D99 29.95t 2.67° 95.89+ 5.89° 34.64+ 3.34% | 12.55+5.06% | 83.56% 14.4% 432.84+ 5.93°
D42 20.16+ 1.53° 41.88+ 3.65%" 21.92+ 0.890% 0.41+0.122 125.26+ 27.38" _

Oase LN D70 18.89+ 1.41°# | 30.98+ 3.77% 0.37+ 0.36°# 0.15+0.17% 20.14+ 2.762 104.95+ 5.529"
D99 15.57+ 1.37" 28.17+ 1.25*" 11.34+ 3.39%" 2.37+2.15* 17.02+ 1.14%% 159.81+ 7.390%#

The data are expressed in milligrams. The plants were atd#i/in ample (HN, 3.75 mM) or low (LN, 0.375 mM) nitrate
concentrations and the data obtained at DO (early boltingedt D42 (pod formation), D70 (start of seed filling) and9D9
(mature seed stage) are presented in this table. Grey bomsntleat the organ was absent at this growing stage. Lettdrsca,
represent the significant differences of organs betweentiavvest dates, the asterisks mean significant diffesehewveen N
treatments and hashes mean differences between genotiy@ieglénts;p<0.05).
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Figure D-S7: N fluxes in Aviso (A) and Oase (B) in HN condition betwee DO and D42. The plants were
supplied with high concentration of nitrate (HN, 0.375 mM of nitrateyl DO corresponds to early bolting and D42
to pod formation Fluxes of N from remobilization or uptake in the different organs are ezpesis mg of N
remobilized or taken up, respectively. For fluxes of N remobilisation, Mwmis indicated with a minus sign (-)
when N is remobilized from a source organ while it is indicated withlwes [sign (+) when remobilized N is
redistributed towards a sink organ. Asterisks represent signifiddfferences between genotypas4 plants; *=

p<0.05).
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Figure D-S8: N fluxes in Aviso (A) and Oase (B) in HN condition betwee D42 and D70.The plants were
supplied with high concentration of nitrate (HN, 0.375 mM of nitraaell D42 corresponds to pod formation
and D70 to the start of seed filling. Fluxes of N from remobilization otakp in the different organs are
expressed as mg of N remobilized or taken up, respectively. A shadeohéaxs that the organ is not present
during these growing stages. For fluxes of N remobilisation, N amount is ediegth a minus sign (-) when N
is remobilized from a source organ while it is indicated with a plga $+) when remobilized N is redistributed
towards a sink organ. Asterisks represent significant differencesbatgenotypesie4 plants; *=p<0.05).
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Figure D-S9: Description of the experimental designTwo genotypes of winter oilseed rapBréssica napud.. cv.
Aviso and Oase) were cultivated in greenhouse conditions. Aftalizaéon, seeds were sowed on watered vermiculite
and when the first leaf appeared, plantlets were supplied during zhswarith a 25% Hoagland solution (for details see
Material and Methods). Thereafter, plants were vernalized duringéksvunder long photoperiod and low temperature
(day: 10 h, 16C; night: 14 h, 4C; 90 mL of 25% Hoagland solution per plant renewed twice a week). Afte
vernalization, plants were transferred under greenhouse in pdaicing perlite and vermiculite (2:1, v/v; one plant par
pot; 40 plants per square meter), and submitted to a thermoperiod®Gf (@ay) and 15C (night). To estimate the N
fluxes at whole plant level, a long term pulse chase labelling (at 2 &xcess) was applied from 43 days after sowing
until early bolting growing stage (Day 0 of the experiment (D0O) corresiontb GS31), including the vernalization
period (8 weeks). At DOY>N-NO; labelling was stopped and two N treatments with unlabelled-N€re applied until
the final harvest stage (D99; corresponding to mature seed3S99 stage): high nitrate (HN, 3.75 mM) and low nitrate
(LN, 0.375 mM). Plants were harvested at different dates corresgpgtal different growing stage (GS): DO (GS31), D7
(GS32: bolting stage), D14 (GS53: flower buds raise above the youngest leB24sjGS59: first petals are visible),
D28 (GS60: flowering), D42 (GS70: end of flowering), D70 (GS73: pod filliagd D99 (GS99). At DO, leaves were
classified into 3 groups (dead, old+mature and young leaves) on thedfdkeir nodal position, their leaf area and their
chlorophyll content. Before the start of N limitation (Day 0), one matieaf undergoing senescence during the 28 day
of experiment (called “source leaf*, see picture showing the soeafesklected in Aviso plants) was studied in details fol
analysis of the physiological and molecular processes involved fiNlgamobilization. Among the rosette leaves, the
“source leaf” was selected on the following criteria: leaf thahiatd its maximal expansion (leaf area), with a high
chlorophyll content and having the same position in the canopy in both gesoflpe leaf biomass at DO (3:63.06 g
FW for Avisovs2.770.13 g FW for Oase), leaf area from DO to D28 (103571 cn? for Aviso vs99.45:3.89 cn? for
Oase) and chlorophyll content at DO (SPAD value of 52@31 for Avisovs 52.53:1.28 for Oase) in these selected
source leaves were not significantly different between Aviso and Oase.
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Table D-S9: Number and residual N in dead leaves of Aviso and Oase.

Genotypes
Aviso Oase
HN LN HN LN
Number of | D0-D42 102 18.25+ 2 16+ 1# 17.75+ 3

dead leaves pgo_p70 5.25¢ 2 61 350 55 +1
DO 0.36+0.01 0.56+0.11 0.41+0.04 0.39+0.02
Residual N D28 0.46:0.02 | 0.53+0.05 | 0.60+0.0% | 0.52+0.08
in dead D42 0.46:0.01 | 0.55:006 | 0.44:002 | 0.46:0.03

leaves (% off

DM) D70 1.05:0.07 | 1.06+0.09 | 0.89+0.04 | 0.89+0.05
D99 1.78:0.08 | 1.44+0.16 | 1.71+0.12 | 1.04+0.12

The plants were cultivated in ample (HN, 3.75 mM) or low (LN3D5 mM) nitrate
concentrations and the data obtained at DO (early boltiagedt D42 (pod formation), D70
(start of seed filling) and D99 (mature seed stage) are ptedein this table. Asterisks
represent differences between N treatments and hashegedites between genotypes4
plants; *$<0.05).
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Figure D-S10: Rubisco large subunit degradation in a selected sourdeaf with or without protease inhibitors. The
Rubisco large subunit (LSU) in the soluble protein extract (PEhefdource leaf (7 days after bolting) is visualized on St:
Free SDS-PAGE and quantified for the four biological repetitionBAC and D) by Image Lab software (Bio-Rad) &) @nd
after 1h of incubation at 3T (t;;) without inhibitors (PE) or with iodoacetamide (PE+CPI; cysteiot@ase inhibitor), aprotinin
(PE+SPI; serine protease inhibitor), methanol (PE+Me), methand 1-10 phenanthroline (PE+Me+MI; metalloprotea
inhibitor), methanol and pepstatin A (PE+Me+API; aspartic @sgeinhibitor), DMSO (PE+DMSO) or DMSO and MG13
(PE+DMSO+PI; proteasome inhibitor). The percentage of degmadadi indicated below the gel (in red). The mean of tl
percentage of degradation of the 4 biological repetitiostandard error is indicated in the table on the right of the gel.
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CHAPITRE E : DISCUSSION GENERALE & PERSPECTIVES

L'ajustement de la fertilisation azotée permet éduire le colt économique des
cultures exigeantes en azote tout en permettahingker la pollution environnementale par
eutrophisation ou émission de gaz a effet de sémecolza est une des plantes de grande
culture avec l'efficience d'usage du N (EUA) la plfaible, et la réduction des intrants azotés
impacte fortement sa croissance et son rendemantddséquent, des criteres de sélection de
variétés a haut rendement en conditions de N Iimhdlaivent étre identifiés afin d’améliorer le
bilan économique et agro-environnemental de ceittare.

Au stade rosette, la faible EUA du colza sembleonitajrement limitée par I'efficience
d’utilisation de I'azote (EUtA), et plus particuleément I'efficience de remobilisation de I'azote
(ERA) (Malagoli et al, 2005a, b), et non par l'efficience d'absorptioa khzote (EAbA)
(Lainé et al, 1993) ou une faible disponibilité du N dans l& &n plus des pertes de N
importantes associées a la chute des feuillessieheN (faible ERA foliaire) (Dejourt al,
2000), de bonnes conditions de croissance au prpgene permettent pas de compenser la
perte de rendement provoquée par une productidmiaeasse réduite en automne (Koeslin-
Findekleeet al, 2014). Par conséquent, une amélioration de I'EAUX stades végeétatifs est
cruciale pour le bilan agro-environnemental eeledement du colza.

De récentes études ont mis en avant un réle pré&panidde I'absorption durant le
remplissage des graines pour le rendement enisitude N limitant (Berryet al, 2010).
Cependant, toutes ces études sont basées sur plessiniians et nécessitent confirmation. De
plus, le N étant faiblement disponible (Merrieinal, 1988) et/ou faiblement absorbé (Malagoli
et al, 2005b; Noquett al, 2004) durant le remplissage des graines, unei@agbn de
'EUtA semble le principal levier pour augmenterr&mdement dans un contexte de réduction
des intrants N. A l'inverse de ce qui est observétade rosette, la remobilisation du N lors de
la sénescence monocarpique durant les derniersssteeddéveloppement semble efficace chez
plusieurs genotypes de colza d’hiver (Malagalial, 2005b; Ulaset al, 2013). Cependant, la
remobilisation foliaire est également soumise awdemtions génotypiques (Koeslin-Findeklee
et al, 2014) et les génotypes de printemps a forte EA saractérisés par une remobilisation
du N de la tige et des péricarpes plus élevée r{Bald Rengel, 2011), suggérant que les
processus impliqués dans la remobilisation du N-pastaison sont améliorables.

Que ce soit au stade rosette ou reproducteur, meéagation de la remobilisation du N
permettrait d’augmenter 'EUAa (i) une augmentation de la quantité de N dispengdur le
remplissage des graines sans pour autant augmi@apport/I'absorption de N et (i) une
réduction des pertes de N par les tissus végetaiiigécoltés (feuilles et tige). Par conséquent,
I'objectif de ces travaux de these était de caraai€er les traits physiologiques et
moléculaires associés a une forte EUA (et plus patilierement a une forte ERA) chez des
colzas soumis a une limitation en N minéral, que ®it au stade rosette ou reproducteur
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Pour répondre a ces objectifs, une étude de labiiré génotypique du colza d’hiver
a été realisée (i) au stade rosette sur 10 gérmtypdture « Rosette») et (ii) au stade
reproducteur (de la montaison jusqu’au stade sigsamatures »Gulture «Graines») sur 2
génotypes présentant des comportements différentsars de la culture au stade rosette
(Aviso et Oase).

[. L'étude de la variabilité génotypique de 'EUA aux stades végétatif et reproducteur
révele de nouvelles pistes pour définir les critesede sélection de variétés de colza
adaptées a une limitation en nitrate

I.I. Mise en évidence d’une variabilité génotypiquade 'EUA deés le stade rosette :
identification des génotypes les plus adaptés a utienitation en nitrate et des
composantes de 'EUA impliguées dans une forte EUAU stade véqétatif

Les 10 génotypes de colza d’hiver de la cultureosete » présentent des réponses
variables de 'EUA et de 'ERAuile source(ERA d’une feuille entrant en sénescence au cours
de la culture) en réponse a la limitation en N,targten évidence 4 profils contrasteés :

- Groupe 1 (Grl) : génotypes présentant une ERMe source €lEVée
(supérieure a 50 %) quel que soit le niveau d’atitaéon azotée, avec une
diminution de la production de biomasse foliaire tuation de nitrate
limitant : Darmor, Lioness, ES-Astrid &ase

- Groupe 2 (Gr2) : génotype présentant une ERfe sourcdaible (inférieure a
50 %) dans les 2 conditions de nutrition azotéeiret diminution de la
production de la biomasse foliaire en faible Samourai

- Groupe 3 (Gr3) : génotypes présentant une augmentation signifeates
I'ERA teuille sourcé€N réponse a une limitation en N sans pour autanitenir
leur production de biomasse foliaire : Montégo, esg eCalifornium

- Groupe 4 (Gr4) : génotypes avec une augmentation significative de
I'ERA teuille sourcsCOUPI€e & un maintien de la production de biomadsare
en faible N : Ténor eAviso

Les flux de N au niveau plante entiére ont ensttifedéterminés par marquage™au
sur un des génotypes de chaque groupe ¢gasSamouraj,,, Californiums,s et Avisasys) afin
d’estimer avec précisions le role de 'ERA dansvasgations de 'EUA observées en faible
N.

Cette étude a montré que la ERfk sourcen’est pas représentative de I'ERdfke enierdi
de la quantité totale de N remobilisé. Par congdigliétude de la remobilisation d’'une
unique feuille n’est pas l'indicateur le plus perthent de I'ERApjante entiere aU Stade rosette,
plus particulierement en situation de N limitant De plus, cette étude a également mis en
avant le role crucial de 'ER#nte enieredans la production de biomasse, permettant amsi d
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confirmer les travaux précédents (Malagalial, 2005a) et les suppositions faites sur le colza
de printemps (Svecnjak and Rengel, 2006). En gitetrapport aux autres génotyplestres
forte ERA piante entiere du génotype Aviso en conditions de N limitan{94,4 %)permet de
limiter la perte de N par les feuilles chutéesEn revanche, la quantité totale de N remobilisé
au niveau plante entiere chez Aviso est similaieelle d’Oase et Samourai (environ 100
mg), voire inférieure a celle de Californium (12&)mDe plus, la meilleure production de
biomasse d’Aviso en faible N n'est pas liée a umgridution plus importante du N
remobilisé vers les jeunes tissus. Grace au traé®dr nos travaux ont permis la
détermination précise d’un indice d'utilisation 8u(provenant de la remobilisation et de
I'absorption) dans les jeunes tissus. Ce nouveténd’EUtA (production de biomasse par mg
de N distribué aux tissus en croissance, Figur§ B{fermis de montrer tgn conditions de
nitrate limitant, le génotype Aviso est capablepteduire plus de biomasse foliaire avec
moins de N (1,23 g de matiere fraiche par mg deiditilbué aux feuilles en croissance)
comparé aux autres génotypes (entre 0,58 et 0,86 N§IF par mg de N)Ces données
démontrent que le génotype de colza d’hiver le plugerformant en cas de limitation en
nitrate au stade rosette présente une optimisatioli) de la remobilisation du N des
feuilles sénescentes, limitant la perte de N parddeuilles chutées, et (ii) de l'utilisation

du N issu de la remobilisation dans les feuilles eroissance, permettant une production

de biomasse plus élevée

[.1l. Le N accumulé dans les feuilles avant la momiison doit étre remobilisé
efficacement vers la tige pour y étre stocké trangiirement, puis remobilisé vers
les graines au moment de leur formation/remplissage

L'étude des flux de N chez les génotypes Aviso aséapreés la montaison, montre
gu'il existe différentes stratégies de remplissage dgsaines, y compris en conditions de
nitrate non limitant. En effet, en situation de forte disponibilité mitrate, le N des graines
d’Aviso provient en grande partie de la remobilmat(54 %) alors que le N des graines
d'Oase est majoritairement issu de I'absorption €8} (Tableau D-3). Comme montré
précédemment (Ahmad and Abdin, 2000), la limitagonN altére a la fois le rendement et la
qualité de la graine (proportions d’acides grasagd C/N) chez les 2 génotypes. Cependant,
une plus grande quantité de N est distribuée aaes dans le cas d’Aviso par rapport a
Oase, démontrant une EUA plus forte pour Aviso.fitide ces différences de remplissage
des graines, I'étude de ces 2 génotypes a EUA asidrs permet de caractériser les
mécanismes post-montaison impliqués dans une Ehite

Contrairement aux travaux précédents (Betrgl, 2010; Ulaset al, 2013; Wiesleet
al., 2001b), notre étude ne met pas en avant de aborélentre la quantité du N absorbé et le
rendement, maigne corrélation entre la quantité totale de N absdré post-montaison et
la quantité de N finale dans les graines est obsé&w Cependant, le N issu de I'absorption
ne représente que 32 % du N retrouvé dans lesegramatures d’Aviso soumis a une
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Figure E-1 : Exemple d’'un idéotype de colza d’hiver présentant ue efficience d’'usage du N (EUA) élevée
en situation de limitation en nitrate.

1 : Au stade rosette, ou le N du sol est hautement disponible, I'idéotygeotgoe virtuel) de colza est
caractérisé par le maintien d’'une forte efficience d’absorptiBAb@) couplée a une augmentation (i) de
I'efficience de remobilisation du N (ERA) des vieilles feuillesrvdes jeunes feuilles (lors de la sénescence
séquentielle), permettant de réduire les pertes de N par lelegenibrtes et (ii) de I'efficience d'utilisation du N
(EUtA) dans les jeunes tissus en croissance afin de maintenir laigirod de biomasse aérienne malgré une
réduction de la disponibilité en N (limitation des intrants azotés).

2 : Lors de la transition phase végétative/phase reproductive, l'idéotle colza présente une meilleure
remobilisation des feuilles vers la tige, tout en maintenant urie &AbA afin de prélever le N minéral encore
disponible au niveau du sol. Cette meilleure remobilisation vetigéapermet de limiter les pertes par la chute
de feuilles riches en N, mais également de stocker transitoiel@eN dans la tige avant le remplissage des
graines. De part ce rble d’'organe « tampon », la tige permettrait derpal asynchronisme entre la fourniture
massive de N (issu de la remobilisation des feuilles et de I'absorpti cours de I'automne et du printemps) et
les besoins de N des graines en développement au printemps et au début de I'été.

3: Les travaux issus de cette these confirment que I'ERA est paétienient élevée au cours des stades ultimes
de la phase reproductrice correspondant a la sénescence monocarpigusauSedntend que le rendement et la
qualité des graines en cas de limitation en nitrate dépendent prinograli€les processus mis en place avant le
début du remplissage des graines.
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limitation en nitrate. Par conséquent, I'absorpiiome bien un réle dans la compensation de
la limitation en N minéral, mais il ne s’agit pag ¢ composante de 'EUA la plus
importante. En effet, le meilleur remplissage desngs d’Aviso est majoritairement lié a une
remobilisation plus élevée, démontrdatrdle prépondérant de la remobilisation post-
montaison en situation de faible apport en nitrate

Grace aux flux déterminés entre la montaison dtolaison, entre I'apparition des
siligues et le début de formation des graines miusant le remplissage des graines
(sénescence monocarpique), la participation deferdifts organes dans la forte ERA
observée chez Aviso a pu étre caractérisée. Caitle éapprofondie a confirmé que les
mécanismes de remobilisation associés a la sérmsamonocarpique étaient efficaces
(Malagoli et al, 2005b; Ulaset al, 2013; Wiesleet al, 2001b). La différence de remplissage
des graines observée entre nos 2 génotypes n'estpds liee a la sénescence monocarpique.
En revanche, Aviso présente un stockage importanNddans la tige avant le début du
remplissage des graines : 2 fois plus de N datigéad’Aviso que dans celle d’'Oase, sans
augmentation de biomasse. Cette accumulation dans th tige est la conséquence d’une
plus forte remobilisation du N foliaire vers ladigvant le début du remplissage des graines,
permettant ainsi un stockage temporaire de N, tem@ddnt sa remobilisation vers les graines
au cours de la sénescence monocarpiges.résultats montrent que la tige est un organe
de stockage transitoire important pour pallier un aynchronisme entre la remobilisation
du N foliaire et la forte disponibilité du N du sol au printemps et la faible
disponibilité/absorption du N pendant la formationdes graines.

En résumé I'ensemble de nos travaux permet de proposerdéntype (genotyp
virtuel) de colza adapté a des conditions de motril limitante (Figure E-1).

1%

Cet idéotype est caractérisé au stade rosettengaramobilisation du N efficace des
vieilles feuilles vers les jeunes feuilles, permettainsi de réduire les pertes de N liées [aux
feuilles chutées. En parallele, le N distribué punes tissus puits, issu de I'absorption ef de
la remobilisation, doit étre utilisé de maniereimpile par les tissus en croissance pour [une
production de biomasse élevée avant montaison. e Pétude des flux plante entiére| a
permis de confirmer la remobilisation efficace d@iNcours de la sénescence monocarpigue,
soulignant qu'un fort rendement et qu'un bon resgage des graines (forte EUA) en
situation de nitrate limitant nécessite une gestifficace du N stocké dans la plante avarnt le
début du remplissage des graines. En effet, le lidif® de la rosette doit étre remobilisé
efficacement vers la tige au cours du printempsr pou stockage temporaire pendant| la
transition stade végétatif / stade reproducteunptifisation du stockage transitoire dans la
tige permettrait (i) de conserver au sein de latelde N accumulé dans les feuilles avant
montaison, et (ii) de redistribuer ultérieuremeatNt endogene vers les tissus reproducteurs
pour le développement et le remplissage des graines
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I.1ll. Perspectives a envisager pour la sélectionariétale de colza a forte EUA

Notre étude montre gqu’une variabilité génotypique IEEUA en réponse a une
limitation en nitrate se manifeste des les stadegétatifs (stade rosette). La sélection
variétale aux premiers stades de développemenenieétes avantages d’étre plus rapide et
moins onéreuse gu’une sélection sur les paramégresndement (cultures menées jusqu’aux
graines matures). La biomasse foliaire avant I'aute serait cruciale pour le rendement
(Koeslin-Findekleeet al, 2014) et, par conséquent, notre étude suggerdagsé&lection de
génotypes a forte EUtA et ERA au stade végétatihpérait d’avoir des colzas présentant un
potentiel de rendement plus élevé en situationatéalimitant, du fait d’'une production de
biomasse plus élevée. Par conséquent, de plus sireppgrimentations doivent étre faites
pour confirmer le lien entre 'ERA et 'EUtA avariautomne et le rendement et ainsi,
confirmer qu’une sélection variétale peut se failestade végeétatif.

En paralléle, en conditions de plein champ, leoepen nitrate effectués au moment
de la montaison (stades C2-D2 (boutons accolégbalEons séparés)) sont généralement les
plus importants (jusqu'a 160 kg de NhaDans un contexte de réduction des intrants N,
c’est probablement au moment de cet apport quiih sgcessaire d’ajuster le niveau de
fertilisation au plus bas. Nos travaux réaliséscenditions contr6lées suggerent qu’un
génotype capable de stocker efficacement le Nifelidans la tige avant le début du
remplissage des graines présente une forte EUAorditions de limitation en nitrate. Des
lors, il est possible d’émettre I'hypothese quédilisation d’'un tel génotype permettrait de
diminuer I'apport de fertilisants N a la montaissans pour autant impacter le rendement
et/ou la qualité des graines. Afin de vérifier edtypothése, des travaux réalisés dans le cadre
du programme Investissement d’Avenir RAPSODYN skmenés pour confirmede lien
entre 'EUA et quantité de N stocké dans la tige ant le remplissage des graines en
conditions de plein champ Ces études complémentaires pourraient permetteznae de
déterminer une teneur minimale en N de la tige enonditions de faible disponibilité en
nitrate qui serait représentative d’'un génotype a drte EUA, plus adapté a une
restriction des apports en N minéral au printemps.

De plus, I'ensemble de ces travaux met en avant’gfficience de remobilisation
du N foliaire est primordiale dans la compensatiord’une limitation en N minéral, que ce
soit au stade rosette ou aprés la montaisoil est donc important de choisir des génotypes
de colza présentant une remobilisation du N faiglevée pour limiter les pertes de N au sol.
Les processus associés a une remobilisation effidad\ foliaire ont donc été étudiés plus en
détail dans un second temps.
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Tableau E-1 : Synthese des parametres de remobilisation du N foli@ étudiés dans une feuille source
chez 4 génotypes (Aviso, Oase, Californium et Samoura) reprédetifs de la variabilité génotypique de la
réponse a une limitation en nitrate appliquée au stade rosette.

Variables observées Traitements Aviso Oase Californium
Variation de la quantité de N HN -21% -69% - 54 % -43%
entre JO et J21 LN i - it -
Variation de la quantité de HN -34% -19% -43% 16 %
protéines solubles entre JO et J21 LN . - + -
Variation de I'abondance HN (entre JO et J21) 0/-13% -52%/-50% -71%19% | -33%/-49%
de la GSU (a gauche) et de la
PSU (& droite) de la Rubisco | LN (entre JO et J14) +/= =/+ =/+ +=
Variation de I'abondance HN (entre JO et J21) 0%/0% -78 % /-46 % -569%40 | -35%/-53%
des protéines D1 (a gauche) et
lhcb3 (& droite) LN (entre JO et J14) +/= ++/+ +/= ++ /=
HN 16 % 23 % 16 % 22 %
Activité totale a pH 5 (a J14)
LN ++ ++ + +
Contribution des HN 46 % 13 % 50 % 30 %
protéases a cystéine LN ) — — n
Contribution des HN 4% 3% / /
protéases a sérine LN e t + Tt
Contribution des HN / 8% 39 % !
métalloprotéases LN / / ) /
Contribution des HN / / 12% /
protéases a aspartate LN + — / 4
Activité de la protéase a HN / + / /
aspartate Gl: 1326165 LN 4 i / /
HN 29 % 45 % 28 % 34 %
Activité totale pH 7,5 (a J14)
LN = ++ + +
Contribution des HN 55 % 39 % 21 % 45 %
protéases a cystéine LN ) + ) —
Contribution des HN 4% / 25 % 9%
protéases a sérine LN / —+ _ Tt
Contribution des HN / 20 % / /
métalloprotéases LN / / / —
Contribution des HN / / / /
protéases a aspartate LN / / / +
Contribution du HN 81 % 77 % 100 % 100 %
protéasome LN ) ) - )
Variation de I'abondance des | HN (entre JO et J21) +10 % +8 % -36 % -65 %

métalloprotéases FtsH LN (entre JO et J14) ; = = =

Les différents paramétres sont issus du chapitre D.lfic{a 2) et ont été estimés dans la feuille source de plantkivées
avec une solution nutritive riche en nitrate (High N (HN )73,mM nitrate) ou pauvre en nitrate (Low N (LN) ; 0,375 mM
nitrate). Les données en conditions HN sont exprimées encpotage de I'état initial (JO) et les variations observées
conditions LN sont indiquées par rapport aux plantes HN dmdaiere suivante : augmentation (+), forte augmentation
(++), diminution (-), forte diminution (--) ou similaire aMi (=). Un slash (/) signifie « non détecté ». Lorsque la datk J2
n'était pas disponible, les données observées a la date ritlét® retenues. D1 et Ihcb3 : protéines de la membrane
thylakoidienne ; FtsH : métalloprotéases « filamentat@ngerature-sensitive H » ; GSU : grande sous-unité de lasRabi
PSU : petite sous-unité de la Rubisco.
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Il. La protéolyse est le principal levier d’amélioration de la remobilisation du N foliaire
au stade rosette alors gque le devenir des produitde protéolyse jouerait un rdle
prépondérant dans la remobilisation du N foliaire pst-montaison

Au niveau cellulaire, I'azote est majoritairemetdcké sous forme de protéines. La
remobilisation du N foliaire implique donc des nisanes de protéolyse qui sont étroitement
associés aux processus de la sénescence. Le dasteopontient jusqu'a 70 % des protéines
des cellules du mésophylle et représente donc ungces majeure de N durant la
remobilisation (Gan and Amasino, 1997; Peoples Batling, 1988). Parmi celles-ci, la
Rubisco, protéine soluble du stroma, représenta 20 % du N de la cellule (HOrtensteiner
and Feller, 2002; Kumaet al, 2002) et les protéines insolubles associées amhbranes
thylakoidiennes représentent jusqu’a 20 % du Nceéales mésophylliennes (Matile, 1992).
Les dernieres avancées suggerent que la remoibitisdtt N est limitée par les mécanismes
de protéolyse et non par I'exportation des proddis cette protéolyse (acides aminés,
oligopeptides) (Avice and Etienne, 2014). Cettedtlgpse découle de mesures de quantité
d’acides aminés faites sur 2 variétés de colzavethicv. Capitol et Lirajet (Desclost al,
2009; Tilsneret al, 2005), étudiés uniquement au stade rosette. édinconfirmer cette
hypothése, les dynamiques de dégradation des pestéblubles et d’exportation des acides
aminés ont été déterminées dans une feuille séames(dite « feuille source ») sur les 10
génotypes de la culture « Rosette » et les 2 gpastge la culture « Graines », ou la feuille
source devient sénescente entre la montaisorfletdéson.

Méme si une augmentation de I'exportation des acidminés est associée aux
génotypes a forte ERA que ce soit avant (cultuRosette ») ou apres la montaison (culture
« Graines »), nos travaux ont montré que la quafitiale d’acides aminés dans les feuilles
avant I'abscission est faible quel que soit le g@o® ou I'alimentation en N.’exportation
des acides aminés ne serait donc pas le facteur liant majeur de la remobilisation du N
foliaire, que ce soit au stade rosette ou entre taontaison et la formation des siliques.

De plus, au stade rosette, la dégradation desipestéolubles est hautement corrélée
a la remobilisation du N pour 9 génotypes sur@érésultat confirme le réle crucial de la
protéolyse, notamment des protéines solubles, awade rosette(Avice and Etienne, 2014).
L’identification des mécanismes impliqués dans pnetéolyse efficace au stade rosette
permettrait d’identifier des critéres de sélectittngénotypes a forte ERA foliaire. Pour cela,
la remobilisation du N foliaire des 4 génotypeséspntant les 4 profils contrastés de réponse
a la limitation en nitrate (Oasg, Samouraj,, Californiungs et Avisasy) a été étudiée en
détails : dégradation des protéines solubles (#sr2 sous-unités de la Rubisco), dégradation
des protéines du photosystéme 1l (D1 et Ihch3)iyviees protéolytiques a pH 5 et 7,5 et
niveau des protéases FtsH, métalloprotéases acéasndéns les feuilles de colza cv. Capitol
limité/privé en nitrate (Desclast al, 2009) (Tableau E-1).

146



Voie des RCB ?
(Dépendante de I'autophagie)

Chloroplaste h*@” Q/Vl\

Vacuole

Taux de degradation de D1
Chlorophagie 2

®sP CcP? | ®
MP SP -»>

Dégradation des protéines solubjes
Taux de degradation de la GSU 4i
t;Taux de degradation de la P$ Prgteine ;:V ?

(J /"
Vésicule CCV ?

Cytosol ,,C"@@

@ v AQutophagie non sélective
SAV ? SO , ) _
Détoxification de 'ammonium Exportation des
CP SP / issu de la protéolyse @) | “acides aminés
Peptides ?

Voie des SAV ? ; e/
(Indépendante de I'autophagie) Protéasom

/o —\

Figure E-2 : Représentation schématique des processus celluked associés a une remobilisation
efficace du N dans une feuille de colza en réponse a une limitatiom aitrate (0,375 mM) au stade
rosette.

Les mécanismes potentiellement impliqués dans la remobilisatiimaed du N foliaire sont indiqués
en rouge. Les mécanismes qui n'ont pas encore été mis en évidence chi&alsont suivis d’un point
d’interrogation (?). Les processus cellulaires ont été déduita demparaison de 4 génotypes (Aviso,
Oase, Californium et Samoural) cultivés au stade rosette en wmadit’alimentation en nitrate
limitantes (0,375 mM) ou non limitantes (3,75 mM) durant 21 jours. Unelianadion de I'exportation
des acides aminés est importante pour la remobilisation du N mais ladddign des protéines solubles
apparait comme le principal facteur limitant. Nos travaux indiqugntine protéolyse efficace semble
étre liée a la contribution spécifique de protéases acides (pest@asspartate, a cystéine et a sérine)
suggérant l'implication des « senescence-associated vacuoleAY) (§l) et/ou des processus
d'autophagie(2 et 3) pour adresser les protéines plastidiales vers la vacuole lytionaés ces
mécanismes n'ont pas encore été caractérisés chez le colzanéemnismes hypothétiques de
chlorophagie peuvent également jouer un (@e Les « CV-containing vesicles » (CCV), impliquant
la protéine CV (« chloroplast vesiculation ») et intervenant damggradation du chloroplaste apres le
démantelement de son enveloppe (récemment mis en évidencAretiedopsis Wang et Blumwald,
2014), pourraient également participer a la protéolyse en adressgpoidions de chloroplastes vers la
vacuole lytique(5). Les CCV sont supposées jouer un réle dans la remobilisation des protikines
stroma et des thylakoides (notamment la protéine D1), mais ce type ibellgésa pas encore été
identifiée chez le colza. Le taux de dégradation de la protéine Dbcigssa la membrane des
thylakoides, est fortement corrélé a la remobilisation du N etglication des protéases a sérine
localisées au niveau du stroma et/ou du lunf@pdans I'amélioration de la dégradation de cette
protéine en réponse a la limitation en nitrate est supposée. Enfindsifttéttion de 'ammonium et/ou

la dégradation/I'exportation des peptid@$ peuvent éventuellement jouer un réle dans I'efficience de
remobilisation. AP : protéases a aspartate, incluant la protéas&3a6165 ; CP : protéases a cystéine
; GSU : grande sous-unité de la Rubisco ; MP : métalloprotéases ; RERibisco containing bodies »

; SP : protéases a sérine ; PSU : petite sous-unité de la Rubisco.

v
AP
(AP putative Gl : 13261
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Aprés la montaison (culture « Graines »), la déaiad des protéines solubles est
efficace quel que soit le génotype (Aviso ou Oastele niveau d’alimentation en nitrate,
malgré des différences de remobilisation entre2esaitements azotéfar conséquent,
apres la montaison, la remobilisation du N foliairene semble pas limitée par la
dégradation des protéines solubles Cependant, la caractérisation des activités
protéolytiques associées a la sénescence foliagerpontaison a tout de méme été effectuée
afin de caractériser les mécanismes impliqués ceihs protéolyse efficace.

[I.I. L'étude de la variabilité génotypique de la remobilisation du N foliaire
permet d’identifier des mécanismes cellulaires potgiellement impligués dans

une protéolyse élevée au stade rosette

a. Les génotypes Californiugy et Avisg4 présentent une augmentation de la
remobilisation du N foliaire en réponse a la limiti@n en nitrate et illustrent le
lien étroit entre les mécanismes de protéolyseERA foliaire

Par rapport aux conditions d’alimentation nitriqueéthorique, les génotypes
Californium et Aviso présentent une augmentatignificative de la remobilisation du N
foliaire apres 21 jours de limitation en nitrate @iL % a 84 % de N remobilisé entre JO et J21
pour Aviso et de 54 % a 81 % pour Californium ; [Ealn E-1). Cette augmentation de la
remobilisation est associée a un accroissemenexigortation des acides aminés et une chute
de la quantité des protéines solubles, mais égalietueniveau d’accumulation de la protéine
D1, localisée dans la membrane des thylakoidesrésedtatsconfirment le lien fort entre
remobilisation du N et protéolyse des protéines cbioplastidiales (Avice and Etienne,
2014).

Cette meilleure protéolyse est liée a une augmentde I'activité protéolytique acide
(pH 5). Etant donné qu’aucune implication des @s¢s vacuolaires dans la dégradation des
protéines associees a la membrane thylakoidiermentore été mise en évidence (Martinez
et al, 2008b), cette augmentation de l'activité desasés acides est probablement liée a
une dégradation plus efficace des protéines saubet accroissement des activités
protéolytigues a pH acidsuggere un important trafic cellulaire en réponse aune
limitation en nitrate, notamment un transport des potéines chloroplastidiales vers la
vacuole lytique. Ce trafic cellulaire peut correspondre a (i) descpssus d’autophagie,
connus pour étre impliqués dans la remobilisationNdchezArabidopsis(Avila-Ospinaet
al., 2014), (ii) des « Rubisco-containing bodies »pat@lants de l'autophagie ou des
« senescence associated vacuoles » (SAV) indépsdam 'autophagie (Ishidat al, 2014),
et/ou (iii) des « CV-containing vesicles » (CCV) éAg and Blumwald, 2014) spécifiques de
la dégradation des chloroplastes et récemment raisésidence cheXrabidopsis(Figure E-
2).

Parmi les activités protéolytiques testées a pldeacios travaux ont mis en évidence
une participation importante des protéases a aystéonfirmant de précédentes études chez
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le colza (Buchanan-Wollaston and Ainsworth, 19%7Ambidopsis(Buchanan-Wollastoet

al., 2005; Diaz-Mendozat al, 2014). De plus, la protéase a cystéine SAG1alik#e dans
les SAV chezArabidopsis(Oteguiet al, 2005), s'accumule dans les feuilles sénescemes e
réponse a une limitation ou une privation en rétrahez le génotype de colza Capitol
(Descloset al, 2009), et pourrait donc étre impliquée dans léefactivité des protéases a
cystéine observée dans notre étude. Une participatiportante des protéases a seérine acides
en cas de limitation en nitrate est également obsechez les 2 génotypes. A I'exception
d'une protéase a sérine putative ciegabidopsis(Carteret al, 2004), aucune activité de
protéases a serine acide n’a clairement été idamtifans les vacuoles centrales de plusieurs
plantes. En effet, des activités de protéasesiaesarpH acide ont seulement été localisées
chez le tabac dans les SAV (Martinet al, 2008a). Des protéines du stroma, telles la
Rubisco et la glutamine synthétase (GS2), ont éuaie été localisées dans les SAV de
cellules foliaires dArabidopsiset de tabac, et la Rubisco peut étre dégradéelesiSBAV du
tabac (Martinezt al, 2008a; Oteguet al, 2005).Par conséquent, la forte implication des
protéases a sérine a pH acide pourrait constituerne preuve indirecte de I'implication

des SAV dans les mécanismes de remobilisation de®tgines foliaires. Il a été prouvé
récemment que le trafic cellulaire des protéinestdoma associé a 'autophagie augmente au
cours de la sénescence et joue un role importarst ldaremobilisation du N chézabidopsis
(Avila-Ospina et al, 2014; Ishidaet al, 2014), mais l'implication des SAV dans la
remobilisation du N en réponse a une limitatiomérate n’a encore jamais été caractérisée.
De plus, aucun compartiment cellulaire semblabbe S8V n’a encore été identifié chez le
colza. Des travaux complémentaires sont donc naicessafin de préciser les mécanismes
impliqués dans I'éventuel trafic subcellulaire @imsilles sénescentes de colza (cf. SE.ILIIL).

L’augmentation des activités protéolytiqgues fonmtiant a pH acide est également
fortement liée a 'augmentation des activités desgases a aspartate chez le génotype Aviso,
notamment une protéase a aspartateBdassica napus(Gl: 1326165), identifiee sur
zymogrammes (Tableau E-1). Cette protéase a égaledte caractérisée dans une feuille
sénescente en réponse a une privation/limitatiohl efez le génotype Capitol (Descles
al., 2009).Cette protéase a aspartate semble donc jouer un sldans les mécanismes
associés a la remobilisation foliaire en réponse @ne limitation en nitrate. Cependant,
Californium ne présente pas d’augmentation desitgides protéases a aspartate, suggérant
gu’une remobilisation du N efficace peut impliquer deglasses de protéases qui different

en fonction des génotypes
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b. Quel que soit le niveau alimentation en nitragg@pliqué au stade rosette, le

génotype Oasg: présente une remobilisation élevée du N, assocéeine

protéolyse efficace impliquant des protéases nesigeacides

Au stade rosette, le génotype Oase présente urabilesation du N foliaire considérée

comme efficace (supérieure a 70 %) par rapport auttes génotypes. Néanmoins, la
remobilisation du N foliaire chez Oase n’est pagnaentée en réponse a une limitation en N
(Tableau E-1). Cette remobilisation du N efficaa@slles 2 conditions de nutrition nitrique est
associée a une dégradation élevée des protéinddesldont la Rubisco, et des protéines des
membranes thylakoidiennes (plus particulierement). Dde résultat suggere qu’une
remobilisation du N foliaire efficace au stade rodee est liée a une dégradation de
'ensemble des protéines chloroplastidiales (solud$ et membranaires), confirmant les
résultats observés pour les génotypes Aviso et Galinium. De plus, le taux de dégradation
de la protéine D1 semble hautement corrélé audawemobilisation du N : en effet, chez nos
4 génotypes cultivés au stade rosette, un tauxédgeadation élevée de la protéine D1 est
associé a une remobilisation efficace du N, alora inverse, un taux de dégradation de D1
faible est observé chez les génotypes présentantremobilisation du N peu élevéRar
conséquent, une faible abondance de la protéine DA I'abscission pourrait servir
d’indicateur d’une forte efficience de remobilisaton du N foliaire au stade rosette.

La plus forte dégradation de D1 constatée chez @ase les 2 conditions d’alimentation
nitrique par rapport aux autres génotypes est assacune plus forte activité protéolytique a pH
neutre (7,5), notamment les activités metallopse#éaen conditions fort N et protéases a sérine
en réponse a une limitation en N (Tableau E-Jgstladmis que la dégradation de la protéine D1
implique des métalloprotéases de type FtsH et det®gses a sérine Deg (« degradation of
periplasmic proteins ») (Kato and Sakamoto, 2009gki¢ret al, 2012). La quantité de FtsH
n'est pas plus élevée chez Oase que chez les 8sagénotypes, mais la dégradation des
protéines de la membrane thylakoidienne peut dépedd la disponibilité du substrat aux
protéases (Forsberg al, 2005; Zeliskoet al, 2005). En conséquence, la dégradation élevée de
D1 en fort N pourrait étre due a une plus fortevaét des métalloprotéases de type FtsH. De
plus, il a été démontré que chez les cyanobactéaedégradation de D1 est améliorée par
I'intervention de protéases a sérine Deg (Hueseal, 2009). Dans nos conditions, Oase (ainsi
gue Samoural) présente la dégradation de la peoi#lnet I'activité des protéases a sérine a pH
neutre les plus fortes en réponse a la limitatiomigrate. De plus, I'analyse en composante
principale (Figure D-15) montre clairement un [fert entre la diminution de I'abondance de D1
et l'activité des protéases a sérine neude.résultat suggeéere que la dégradation efficace de
D1 en réponse a la limitation en N impliquerait deprotéases Deg, de la méme maniere que
chez les cyanobactéried.'amélioration de la dégradation de D1 pourrgalément étre lice a
un mécanisme récemment mis en évidence dhebidopsisimpliquant la formation de
vésicules spécifiques (« CV-containing vesiclesGCV) issues du chloroplaste lors des
dernieres étapes de la sénescence. En effet,tiEmadV (« chloroplast vesiculation ») associée
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a ces vesicules provoquerait une déstabilisatioR 8, rendant les protéines membranaires, et
notamment D1, plus accessibles a la dégradation lgmr protéases Deg et FtsH. La
déstabilisation du chloroplaste est ensuite supde la formation de vésicules contenant des
protéines du stroma mais également des protéirethglakoides (Wang and Blumwald, 2014).
La protéine CV et les vésicules CCV associées p@nt avoir un role dans la forte dégradation
de D1 observée chez le génotype Oase dans ledifiona d’alimentation en nitrate.

Une forte activité protéolytigue acide est égalemeiservée au cours de la
remobilisation du N foliaire chez le génotype Ods@s les 2 conditions de nutrition azotée
(Tableau E-1). En faible N, tout comme Aviso et ifoahium, une forte contribution des
activités des protéases a sérine et cystéine estna® chez Oasd.a question d'une
augmentation du trafic cellulaire des protéines duchloroplaste vers la vacuolevia
'autophagie et/ou une augmentation de la dégradain au sein de SAV en réponse a une

limitation en nitrate est alors de nouveau poséee

De plus, tout comme Aviso, une augmentation deiVaé des protéases a aspartate a pH
acide est observée, associée a une augmentatidactleité de la protéase a aspartate (Gl
1326165 ; Tableau E-1). Contrairement a Aviso,ecetiotéase a également été identifiee en
conditions fort N alors qu’aucune activité de pasi& a aspartate n’est constatiel’utilisation
de l'inhibiteur pepstatine A. La famille de protéasa aspartate supposée étre impliquée dans la
sénescence du tabac (Katoal, 2004; Katoet al, 2005), du blé (Gregersen and Holm, 2007) et
d’Arabidopsis(Diaz et al, 2008) est celle des phytepsines. Parmi les phitep, la protéase a
aspartate du tabac CND41, impliquée dans la degpadde la grande sous-unité de la Rubisco
(Kato et al, 2001; Katoet al, 2004), n’est que faiblement inhibée par la pajpstad (Murakami
et al, 2000). Une comparaison des séquences d’'acidegainmdique que la protéase a aspartate
Gl 1326165 présente une faible similitude avecrt@gase CND41 (26 % d’identité) mais de
fortes similitudes avec la phytepsine AJAdibidopsis(Gl : 15221141 ; 92 % d’identité). Si la
protéase a asparte Gl 1326165 est proche d'unegmige, cela pourrait partiellement expliquer
la faible inhibition des protéases a aspartatelpaepstatine A dans les extraits foliaires du
génotype Oase cultivé en conditions de fort N, méalg détection de I'activité de la protéase Gl
1326165 sur zymogrammes. Quoi qu’il en soit, dassaonditions, cette protéadaspartatest
associée a une dégradation des protéines solubleseemobilisation du N efficace chez les
génotypes Aviso et Oase. De plus, cette protéasiéja été identifiee en réponse a une
limitation/privation en N chez le génotype Capi{Dlescloset al, 2009) et elle est retrouvee
parmi les 30 protéines les plus abondantes dandedéies chutées de ce méme génotype
(Desclos-Théveniawt al, 2014). Par conséquent,cette protéase a aspartate Gl 1326165
semble jouer un réle important dans la réponse a unlimitation en nitrate, probablement
jusqu’aux étapes les plus tardives de la sénescenet pourrait étre impliquée dans une
protéolyse efficace chez de nombreux génotypes.
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c. La protéolyse élevée observée chez le génotgpe&rag, est associée a une

forte activité des protéases acides mais ne se uitagpas par une forte

remobilisation du N foliaire

Quel gue soit le niveau d’alimentation en nitrdeegénotype Samourai présente une

remobilisation du N relativement faible entre JJ2t (43 % en fort N et 55 % en faible N) au
regard de la dégradation élevée des protéineslesl(6 % en fort N et 72 % en faible N ;
Tableau E-1). La faible remobilisation du N maltaéprotéolyse élevépourrait étre liée a la
faible dégradation des protéines des membraneskibidiennes. En effet, le taux de
dégradation de la protéine D1 est relativementdgi®l %) comparé aux autres genotypes (78
% pour Oase et 56 % pour Californium), tout comraetivité protéolytique a pH 7,3Ces
résultats suggerent une faible dégradation des préines associées aux membranes des
thylakoides chez le génotype SamouraCependant, cette faible protéolyse des protéines
membranaires ne peut expliquer a elle seule legtmtla dégradation des protéines solubles ne
conduise pas a une diminution de la quantité delidife chez ce génotyp@ar conséquent,
la remobilisation du N chez le génotype Samourai astade rosette semble limitée par un
ou des mécanismes qui se manifestent entre les pgesus de protéolyse et le chargement
des acides aminés dans le phloeme.

Pour tous les génotypes au stade rosette, le pmt&asemble fortement impliqué dans
la protéolyse (Tableau E-1). Chez I'animal, il @ éémontré que le protéasome dégradait les
protéines en peptides qui seront ensuite dégradéacieles aminés par des systemes de
peptidases (amino et carboxy-petidases) dédiésts(Reial, 2004; Saricet al, 2004).
Récemment, ce modele de dégradation a été fortesnspecté che&rabidopsisen réponse a
une exposition au cadmium (Polge al, 2009). L'existence d'un tel mode de dégradation
pourrait également se produire au cours de la sénes et/ou en réponse a une limitation en
N. Dans ce cada faible remobilisation du N associée a une fortprotéolyse observée chez
le génotype Samourai pourrait s’expliquer par une ecumulation de peptides, résultant de
leur faible exportation et/ou d’'une dégradation inéficace par des amino- ou carboxy-
peptidases

Une autre hypothése pourrait étre liée a une acktimm d’ammonium. En effet,
'ammonium est libéré en grande quantité lors dddgradation des protéines et des peptides
(Damodaran and Ananta-Narayanan, 1938). Si unenmadation d’ammonium se produit au
cours de la sénescence du fait d'une protéolyseu etfune dégradation de peptides
importante(s), ce composé toxique pour la celladi &tre assimilé sous forme d’amides pour
étre détoxifieé, notamment grace aux différentesyeres du métabolisme N, principalement la
glutamine synthase (GS), la glutamine oxoglutaaaténotransférase (GOGAT) et la glutamate
deshydrogénase (GDH) (Givan, 1979). Par conséglzefaible remobilisation du N foliaire
constatée chez le génotype Samourai peut étre duaide faible activité de détoxification
de 'ammonium par ces différentes enzymes, provoqué son accumulation
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Figure E-3 : Quantité de N dans les composés azotés autres que proies solubles

et acides aminés dans la feuille source du génotype Samourai.

La quantité de N dans les autres composés azotés correspond a la quantité de N des
protéines solubles et des acides aminés soustraite a la quantitéotkd Ne la feuille.

La quantité des autres composés azotés a été estimée apres 14 (J1dp&) glurs de
limitation en nitrate (LN ; 0,375 mM) ou non (HN ; 3,75 mM). La quantité de N dans

les protéines solubles a été estimée sur la base d'un contenu end¥ ey protéines

de 16 %. La quantité de N dans les acides aminés a été obtenlutilisation de la

masse molaire moyenne d’'un acide aminé (110 glnet le ratio moyen pour le
contenu en N (7,86), obtenu grace au données récoltées sur les 10 génotypes de la
culture « Rosette ». Ces autres composés azotés regroupent pemepal
'ammonium, les protéines insolubles, le nitrate et les peptides.données indiquées

sont les moyenne$3) + 'erreur standard et aucune différence significative né&a é
observée, que ce soit entre traitement ou en cinétique.
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Cependant, en estimant la part de N dans les auteyposés azotésia la
soustraction de la quantité de N des protéinedkdiet des acides aminés a la quantité totale
de N, aucune accumulation n’est visible au counadénescence (Figure E-3), suggérant une
exportation et/ou une dégradation efficace desawtomposés azotés. Or, la dégradation des
protéines solubles dans la feuille source esttadlve dans les 2 conditions d’alimentation
en N (seulement & partir du % jour de traitement). Par conséquel, faible
remobilisation du génotype Samourai pourrait étreie a une protéolyse trop tardive qui

ne permet pas la mise en place des mécanismes ngages a I'exportation des
oligopeptides et/ou a la détoxication de 'ammoniunssus de la protéolyse.

Tout comme les 3 autres génotypes, la dégradatimaae des protéines solubles est
associée a une activité protéolytiqgue acide imptetanotamment des protéases a cystéine
quel que soit le niveau d’alimentation en nitraegdes protéases a sérine et a aspartate en
réponse a une limitation en nitrate. Ces résuétpfaiient I’hypothese d’'une implication de
SAV et/ou de l'autophagie dans les mécanismes deopeolyse observeés en réponse a une
limitation en N. De plus, ces résultats accréditerithypothése selon laquelle les protéases
a aspartate joueraient un réle prépondérant dans laprotéolyse élevée observée en
réponse a une limitation en nitrate.

En_résumé, au stade rosette(Figure E-2), le principal facteur limitant |a
remobilisation du N n’est pas la conversion/I'exption des acides aminés mais|la
dégradation de I'ensemble des protéines (solulil@sselubles) du chloroplaste. Cependant,
I'étude du génotype Samourai montre qu’une pros&oimassive des protéines solubles n'est
pas garante d’'une forte remobilisation du N et soggyue les processus impliqués dans la

remobilisation du N soit finement coordonnés afilmptimiser la remobilisation des
composés N. Enfin, nos analyses révelent pourdmigre fois que le niveau d’abondance| de
la protéine D1 en fin de sénescence pourrait domestun indicateur protéique pertinent [de
I'ERA foliaire du colza.

De plus, la forte activité protéolytigue a pH acile réponse a une limitation en|N
suggere linduction du trafic cellulaire des prags du chloroplaste vers les vacuoles,
pouvant impliquer les processus d’autophagie, 1€/ @t/ou des SAV. Les protéases
aspartate acides, et notamment la protéase Gl 632&Emblent également jouer un rple
dans la protéolyse associée a une forte remoliirs@&n réponse a une limitation en N,| et

QJ/

nécessitent donc des investigations plus pousEéés, comme cela a été démontré chez|des
cyanobactéries, les protéases a sérine actives aeplie pourraient étre impliguées dans
I'amélioration de la dégradation de la protéine (BXintérieur du chloroplaste) en répons(
une limitation en nitrate.

\1%
gy
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Tableau E-2 : Synthese des paramétres de remobilisation du N falre étudiés dans une
feuille source chez 2 génotypes (Aviso et Oase) présentant une \anilité génotypique de la
réponse a une limitation en nitrate appliqguée entre la montaison et l[formation des siliques.

Variables observées Traitements Aviso Oase
HN -20% ns -16% ns
Variation de la quantité de N entre JO et J28
LN ++ =
HN -63% -71%
Variations de la quantité de protéines solubleseeia et J28
LN (n=1) - _
HN -99% -94 %
Variation de la quantité d’acides aminés entretJ28
LN = =
Variation de la quantité des autres composés agoegsides, HN +34% +0%
ammonium, nitrate et/ou protéines insolubles, etc.)
entre JO et J28 LN (n=1) - -
HN +0% +219%
Variations de I'activité GDH aminante entre JO 8 J2
LN (n=1) +++ =
HN -49% -44%
Variations de I'activité GS entre JO et J28
LN (n=1) = =

HN (de JO a J28) Environ 40 Environ 54
Ratio moyen GS1/ (GS1 + GS2)

LN (de JO & J21) = =

HN 56 % 71 %
Activité protéolytique totale a pH5 (a J7)
LN = =
HN 36 % 31%
Contribution des protéases a cystéine
LN = =
HN 6,1% 10 %
Contribution des protéases a sérine
LN = =
HN 8% 11%
Contribution des métalloprotéases
LN = +
HN 15% 14 %
Contribution des protéases a aspartate
LN = -
HN 17 % 46 %
Contribution du protéasome a J7
LN ++ =

Les différents paramétres sont issus du chapitre D.llic{arB) et ont été estimés dans la feuille source de
plantes cultivées avec une solution nutritive riche enatgti(High N (HN) ; 3,75 mM nitrate) ou pauvre en
nitrate (Low N (LN) ; 0,375 mM nitrate). Les données en coiodis HN sont exprimées en pourcentage de
I'état initial et les variations observées en conditions &bht indiquées par rapport aux plantes HN de la
maniére suivante : augmentation (+), forte augmentatior), (€iminution (-), forte diminution (--) ou
similaire a HN (=). Lorsque qu’une seule répétition biobtpgg était disponible a J28=1 est indiqué dans la
colonne traitement (au lieu de=4). Lorsque la variation n’est pas significative, elle istiquée par ns (non-
significative). GS : glutamine synthétase cytosolique 1I58u chloroplastidiale (GS2) ; GDH : glutamate
déshydrogénase.



CHAPITRE E : Discussion générale & Perspectives

[I.Il. Au cours des premiers stades reproducteurs,la protéolyse élevée est

associée a une forte activité des protéases a cystéet du protéasome, mais la
remobilisation du N foliaire semble principalementlimitée par I’exportation/la
dégradation des produits de protéolyse

Les mémes comportements en terme de remobilisdtioN de la feuille source sont
observés pour les 2 génotypes au stade végétalifine « Rosette ») et aprés la montaison
(culture « Graines). En effet, Aviso présente uaiblé remobilisation du N en cas de forte
alimentation en nitrate (20 % apres 28 jours) &t fante amélioration de la remobilisation du
N en réponse a une limitation en nitrate (84 % @& jours). Oase est caractérisé par une
remobilisation du N foliaire similaire dans les@ditions d’alimentation en nitrate<0,07 ;
Table E-2). Comme au stade rosette, la forte relisabon des 2 génotypes en réponse a la
limitation en nitrate est associée a une forte aldaion des protéines solubles. En revanche,
la faible remobilisation chez Aviso cultivé en fd\t n'’est pas majoritairement due a une
faible dégradation des protéines solubles.protéolyse des protéines solubles n’est donc
pas le facteur limitant la remobilisation du N foliaire chez Aviso entre la montaison et la
formation des siliques(Figure E-4).

Ce défaut de remobilisation malgré une forte pHgt® chez Aviso rappelle les
résultats observés chez le génotype Samourai de staette (cf. 8E.ll.l.c). De la méme
maniere,l'absence d'accumulation d’acides aminés durant lssénescence suppose une
conversion et/ou une exportation des acides aminédficaces. Cela suggere que la
remobilisation du N est limitée par des processusuiise déroulent entre la protéolyse et
le chargement des acides aminés dans le phloer&®. revanche, contrairement a Samourai
au stade rosette, les « autres composés azotéstéirfps insolubles, peptides, nitrate et/ou
ammonium) s’accumulent en situation d’apport eratet pléthorique, et diminuent fortement
en situation de limitation en nitrate (Figure D2R-En effet, nos résultats suggerent tpe
dégradation et/ou I'exportation des composés azotdsrs protéines solubles et acides
aminés sont déterminantes pour la remobilisation diN foliaire post-montaison

En étudiant I'activité des enzymes GS et GDH danseins de I'amination (synthése
de glutamate a partir de I'incorporation d’ammonisian una-cétogluratate), il est apparu que
la diminution des autres composés azotés seraiboatante a une augmentation de I'activité
de la GDH (observation faite sur une seule répétithiologique). De 'ammonium étant
libéré par la protéolyse (Damodaran and Anantayderan, 1938), il pourrait s’accumuler
transitoirement au cours de la sénescence avaitne @gés en charge par la GDH, une des
enzymes détoxifiantes de 'ammonium. De plus, catterité aminante de la GDH permet la
production du glutamate, une des formes transpedatlu N chez le colza (Lohaus and
Schwerdtfeger, 2014)Ces résultats suggérent que la GDH peut jouer un é crucial
dans la remobilisation du N foliaire post-montaisorvia un double rdle : détoxication de
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Figure E-4 : Représentation schématique des processus celluks associés a une
remobilisation efficace du N dans une feuille de colza en réponse ae limitation en
nitrate (0,375 mM) entre la montaison et la formation des siliques.

Les mécanismes potentiellement impliqués dans la remobilisatiimaed du N foliaire sont
indiqués en rouge. Les mécanismes qui n'ont pas encore été mis en évitleade colza
sont suivis d'un point d’interrogation (?). Les données sont issues domparaison de 2
génotypes (Aviso et Oase) cultivés en conditions limitantes (0,379 ouvhon limitantes
(3,75 mM) en nitrate a partir de la montaison jusqu’'au stade « grainesresat.
L’exportation des acides aminés et la dégradation des protéinedesokdmt efficaces quel
que soit le génotype ou le niveau d'alimentation azotée. Du fait derfea éontribution des
protéases acides dans la remobilisation du N, la dégradation despsosélubles semblent
impliquer les processus d’autophagig, associés ou non aux « Rubisco containing bodies »
(RCB ; (2)) et/ou des « senescence-associated vacuoles » (§)V;Les mécanismes de
chlorophagig4) et les « CV-containing vesicles » (CC\Y5)) , pas encore mis en évidence
chez le colza, pourraient également jouer un role. La dégradation atésngss insolubles n’a
pas été étudiée, mais les métalloprotég6getant associées a une forte remobilisation chez
le génotype Oase, leur contribution dans la protéolyse des proté&isesiées aux membranes
thylakoidiennes pourrait étre associée a une remobilisation efficieetgénotype Aviso
présente une accumulation de composés azotés non identifiés, comprej@ittinement
les peptides, nitrate, ammonium et/ou protéines insolubles, etlégradation/exportation est
cruciale pour la remobilisation du N. Des preuves indirectes suggérenles processus
responsables de la détoxification de 'ammonium et/ou de la dégradapontation des
peptides seraient incriminés dans les étapes finales de remitilisa N foliaire (7). Ainsi,
les enzymes du métabolisme azoté GS et GDH, impliquées dans la détixificle
'ammonium et la conversion des acides aminés en forme transpodahke le phloéme,
semble associer a une remobilisation du N efficace. AP : protéaspsidads ; CP : protéases
a cystéine ; CV : protéine « chloroplast vesiculation » ; GDH : glattmdéshydrogénase ;
GS1 : glutamine synthétase cytosolique ; GSU : grande sous-unité Rabiaco ; MP :
Métalloprotéases ; PSII : photosysteme Il ; SP : protéases a sétid ; petite sous-unité de
la Rubisco.
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'ammonium issu de la protéolyse et production d’unacide aminé transportable, le
glutamate.

L’étude du niveau d’accumulation des 2 formes de (GS1, forme cytosolique et
GS2, forme chloroplastidiale), montre qu'Oase présaine plus forte proportion de GS
cytosolique par rapport a Aviso. De nombreux travaont montré que GS1 est
particulierement impliquée dans les mécanismesédessence et de remobilisation du N
(Ochset al, 1999; Orsekt al, 2014).Par conséquentette plus forte proportion de GS1
pourrait conduire a une plus forte exportation desacides aminés et/ou une plus grande
détoxification de I'ammonium. En effet, la quantité d’acides aminés et d’autr@mmosés
azotés dans la feuille est plus faible tout au ldegla sénescence chez le génotype Oase
compareé au géenotype Aviso, confortant alitngipothése d’une meilleure exportation du N
foliaire chez Oase Cependant, I'ensemble des travaux de thése ésadigr le métabolisme
azoté reste incomplet, notamment avec I'absenapdetification de I'asparagine synthétase
récemment décrite comme ayant un rdle crucial tarsmobilisation du N che&rabidopsis
(Gaufichonet al, 2013).

La forte protéolyse des protéines solubles obserhiée les 2 génotypes quel que soit
le niveau d'alimentation en nitrate est liée a upee activité des protéases acides
(principalement les protéases a cystéine ; TabEd&) confirmant les résultats obtenus
précédemment chez le colza (Buchanan-Wollaston Aindworth, 1997; Desclo®t al,
2009). Comme au stade rosettanplication de protéases actives a pH acide accdée
I'hypotheése d’'une implication des SAV et/ou de l'atophagie dans les mécanismes de

remobilisation du N foliaire chez le colza.

De plus, la forte participation du protéasome eralfide de la forte remobilisation
constatée chez Oase confolteypothése d'un réle important du protéasome dansla
remobilisation efficace des protéines foliaires.Malgré l'absence de différence de
dégradation des protéines solubles en réponseardéace en N, une trés forte induction du
protéasome est observée chez Aviso (de 17 % a éthdbition par le MG132 ; Tableau E-
2). Par conséquenke protéasome pourrait avoir un role dans la remobisation du N
foliaire post-montaison en réponse a une limitatioren nitrate, mais en agissant sur un
mécanisme indépendant de la dégradation des prot&a solubles, éventuellement au
niveau du contréle des processus associés a la s&eace(Avila-Ospinaet al, 2014;
Gregersen, 2011). Cependant, le MG132 étant umitebir pouvant également inhiber les
protéases a cystéine papain-likevivo (Kaschaniet al, 2009), ce résultat reste a confirmer
avec un inhibiteur plus spécifique.

La limitation en nitrate induit également l'act&ides métalloprotéases chez Oase
(Tableau E-2). Une augmentation de la quantité tdél R déja été mise en évidence lors
d’'une limitation/privation en nitrate chez le colfev. Capitol) (Descloset al, 2009).
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L’augmentation de la remobilisation du N observée re cas de limitation en nitrate

pourrait ainsi étre associée a une augmentation dé dégradation des protéines

membranaires du photosysteme Il, comme suggéré poae génotype au stade rosette

En résumé, entre la montaison et la formation desilgues (Figure E-4), &
dégradation des protéines solubles et I'exportdtia@onversion des acides aminés ne limif
pas la remobilisation du N foliaire. En revancheptimisation du recyclage de certai
composés azotés (incluant les peptides, les pestémembranaires, le nitrate et
I'ammonium) pourrait conduire a une efficience dgnobilisation du N plus forte. De
éléments de réponse indirects suggérent que ldaogedeé 'ammonium par la glutama
deshydrogénase et l'activité glutamine synthétag®solique serait importante pour
remobilisation du N a ce stade de développement.

Enfin, la dégradation efficace des protéines selul#tant associée a une actiyi

importante des protéases fonctionnant a pH acidgpdthése d’'une implication des SA)
des CCV et/ou des processus d’autophagie (permétdnessage des protéines plastidig
vers la vacuole lytique) dans la remobilisationNdfoliaire du colza peut étre avancée.

ent

les

bY

[I.1ll. Perspectives a envisager pour la caractériation/validation de nouvelles
pistes de sélection de colza a forte ERA en conditis de bas intrants N

Nos analyses permettent de mettre en avant plgsigistes d’amélioration de la
remobilisation du N foliaire du colza. Des analysepplémentaires sont nécessaires pour
identifier plus précisément des déterminants phygiques et moléculaires associés a une

forte ERA foliaire qui pourront, par la suite, éudlisés dans le cadre d’'une sélection

de

variétés a forte EUA en situation d’apport en néreeduit. Quelques suggestions d’analyses

complémentaires sont détaillées ci-dessous :

(1) Notre étude met en avafiimportance du devenir des produits de la protéolge,

essentiellement apres la montaisorPour répondre a ces questions, une comparaison
génotypique de la protéolyse mais également depehiits (acides aminés, peptides,
ammonium) sune cinétique plus finepourrait permettre d’apporter des éléments de

réponse et de déterminer si le devenir des prodigtsprotéolyse peut limiter |
remobilisation du N avant et/ou aprés la montai€i®s résultats permettront d’identifi

a
er

guels composés azotés sont incriminés et les erzge®Ciées : leucine aminopeptidase,
tripeptidylpeptidase Il, thimet oligopeptidase ddmsas de la dégradation de peptides,

enzymes de la détoxification de 'ammonium etc.

(2) La forte implication des protéases vacuolaires egppn trafic cellulaire tres actif des
protéines du chloroplaste vers les vacuoléautophagie étant impliquée dans les
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mécanismes associés a la remobilisation du N ch&mabidopsis(Avila-Ospinaet al,
2014), les processus d'autophagie devront étre recherchés caractéerisés chez le
colza. De plus,l'activité de protéases a sérine a pH 5 identifiéms notre étude en
réponse a une limitation en nitrate est une préuwieecte de I'implication des SAV dans
la remobilisation du NIl sera donc nécessaire de veérifier I'existence d&AV au sein
des feuilles sénescentes de colza, afin de mieurmpeoendre les mécanismes associés
a la sénescence, notamment en situation de nitratémitant. Des analyses par
microscopie confocale couplées a des techniquaeantdinodétection de protéases a
cystéine (dont SAG12) et des analyses d’activitmeeases a serine (Martinetzal,
2008a), permettraient de mettre en évidence destathcuoles (collaborations avec
I'équipe de Céline Masclaux-Daubre¥3eDe plus, parmi les protéases vacuolaires, les
protéases a cystéine et sérine semblent hautemphiquées dans la remobilisation du N
foliaire que ce soit au stade rosette ou aprés datawson.ldentifier les types de
protéases a serine et cystéine associés a une fdaiRA permettrait d’avoir des
éléments de réponse sur leur(s) role(s) et de congmdre les mécanismes permettant
une remobilisation efficace du N.De nouvelles méthodes d’analyses permettent
aujourd’hui de mettre en évidence les activités diffgrentes classes de protéases a
cystéinevia l'utilisation de sondes se liant spécifiguement aites actifs des protéases
(van der Hoorn and Kaiser, 2012). En effet, lesvaés spécifiques des protéases a
cystéine VPE (intervenant dans la maturation deéps®s vacuolaires) ou Papain-like
(impliguées dans la protéolyse), peuvent étre dfied indépendamment des autres
protéases a cystéine. Ces analyses permettrontielex momprendre la séquence des
évenements associés a la sénescence et sont exorrliréalisées dans le cadre du
travail doctoral de Marine PORET, adossé au programinvestissement d’Avenir
RAPSODYN.

(3) Les protéases a aspartate actives a pH acide sangégl@ement jouer un réle important
dans la réponse a la limitation en N, notammenpri@éase a aspartate putative Gl
1326165. Il serait donc intéressant d'étudamtte protéase afin d’apporter des
précisions sur son réle.Pour cela,une vérification de son activitéh vitro et la
détermination de sa localisation cellulaire doivétte effectuée chez le colza. Une
validation fonctionnelle chez la plante mod@lebidopsispourrait également permettre
de connaitre son niveau d’'implication dans la sénesnee et la remobilisation du N

comme cela a été fait pour la protéase a asp&di1 du tabac (Katet al, 2004).

(4) Enfin, d’aprés nos travaux, une protéolyse efficagpge ce soit avant ou aprés la
montaison, reposerait sur une dégradation efficdes protéines solubles et des

2 |nstitut Jean-Pierre Bourgin, INRA Versailles
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membranes thylakoidiennes (notamment du PSII). P&m protéines du PSII, la
protéine D1 apparait comme un indicateur prometteurefficience de remobilisation de
N foliaire au stade rosette. Il serait intéressivérifier la pertinence de la protéine
D1 comme indicateur des capacités de remobilisatiotes protéines (forte ERA) sur
un plus grand nombre de génotypesn paralléledes études d’activités protéolytiques
pourraient permettre deonclure sur le réle des protéases a sérine newredans
I'optimisation de la dégradation de la protéine Dlen réponse a une limitation en
nitrate.
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INTRODUCTION

As the third main oil crop worldwide (58.5 Mt in 2D), oilseed rapeBfassica napus..)
represents a major renewable resource for food rfehl) and non-food uses (green energy
and chemistry). This crop requires high level afagen (N) fertilizers (140 to 180 kg N ha
year?) but only 50% of N fertilizers is recovered by ttvep in the seeds (Schjoerring et al.
1995). This poor N use efficiency (NUE) is maingfated to the loss of N-rich leaves as they
age and detach. This is highly ascribed to the wsatemobilization efficiency (NRE)
observed in leaves that appears during the vegetakiase of development when the process
of sequential leaf senescence occurs. Consequémtdyipw N remobilization can contribute
to the pollution of the environment by N-leachirgconcern that has seriously emerged in
agriculture. To maintain or improve the seed préidacwith respect of environment and
limitation of N inputs, it will be necessary to nrease NUE and optimization of NRE is
probably one of the main lever to improve NUE. Altlgh it was reported that spring
(Svecnjak and Rengel 2006) or winter (Schulte alEey et al. 2007) oilseed rape cultivars
can differ in NUE at vegetative stage, the charaagon of the physiological processes that
might contribute to improve NRE remain largely uakm. Then, our goals were to study the
link between the observed genetic variability foE and the underlying physiological
processes of N remobilisation associated to semlideaf senescence in 11 winter oilseed
rape parental lines grown under two N regimes.

METHODS

Seedlings of 15 days-old were transplanted on potaining perlite (2V) and vermiculite
(1V) and grown under greenhouse conditions (dayC2@6h; night: 15°C, 8h) on 25%
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Hoagland nutrient solution renewed twice a weekorg term pulse-chaséN-labeling was
performed to determine the N remobilization at vehplant level and in a specific leaf rank,
from its maturation up to the abscission. Planteeveeipplied with 3.75mM°NOs™ (2 atom%
excess) during 6 weeks in order to obtain homogested! labelling. After labelling period,
plants received high (+N: 3.75mM) or low nitrate N(L 0.375mM) during 21 d
(corresponding to the chase period). N &t amounts were quantified with an elemental
analyser linked to an isotopic ratio mass spectten{ésoPrime, GV Instrument, Manchester,
UK). Leaf amino acids analysis was determined Ihhydrine method. Leaf soluble proteins
were extracted from 200 mg fresh weight with céfsbdium-phosphate buffer (pH 6.8) and
guantified by protein-dye staining and analyse®bs-PAGE.

RESULTS AND DISCUSSION

While the NUE (evaluated by the production of Iéadsh matter during the 21d of
experiment) was not significantly different betweba 11 genotypes under +N conditions, a
high genotypic variability was observed for NUEr@sponse to LN nutrition (Fig. 1A). This
is strongly related to a high genetic variabilior NRE expressed as the remobilization of
total N (Fig. 1B) or™®N (data not shown) in mature leaves during the @fléxperiment.
Plant response to N limitation depends on the ggreotFor instance, despite Samourai has a
medium NRE (Fig. 1B) associated to a high remodiion of soluble proteins and low level
of amino-acids in mature leaf (data not shown)s tfenotype cannot maintain its growth as
control, suggesting that phloem loading of prote@yroducts is efficient but recycling of N
insoluble compounds in old leaves and/or sink giiteiof growing organs are limited under
LN conditions. Conversely, in response to LN treatiinAviso shows an increase of (1) NRE
(+N: -25%, LN: -84%; Fig. 1B), (2) remobilizatiorf soluble proteins (+N: -42%, LN: -
88%), (3) hydrolysis of large subunit of Rubiscag(FLC) and (4) remobilization of amino
acids in mature leaf. This led to a biomass pradocsimilar to the control (Fig. 1A),
demonstrating that Aviso was able to optimize itdBNunder low N availability by the
improvement of the NRE associated to sequentifkker@escence.

CONCLUSIONS

This work reveals that a variability of NUE and NRREoilseed rape exists at the rosette
stage, paving the way for screening genotypes tigin NUE capacity since the rosette
developmental stage. Some genotypes, such as Aatsoparticularly efficient under LN
condition because they exhibit (i) a marked semesxg(ii) an efficient proteolysis (including
plastidial proteins) and (iii) a strong remobilimat of amino acids leading to high rates of N
transfert towards sink organs and to the maintenaf@erial growth. These accessions will
constitute the basis for further analyses to datexrthe genetic and molecular determinants
of high NUE, NRE, and oil yield potential.
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Figure 1. NUE (A) and NRE (B) in 11 winter oilseed rape (pde lines), remobilization
of soluble proteins and SDS-PAGE profiles in matead of Aviso (C) observed at rosette
stage after 21d under high (+N, 3.75mM) or lowatgr(LN, 0.375mM) regimes. NUE was
evaluated as the production of leaf fresh mattefNgplant') and NRE was expressed |as
the rate (%) of total N remobilization in matur@fleluring the 21d of experiment. Data
(mean = SE for n=3) are significantly different wih@e letters are different.
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Genotypic variability of N use efficiency in winter oilseed rape reveals the mechanisms involved
in leaf N remobilization associated to sequential senescence in response to nitrate limitation.

Introduction
Oilseed rape (Brassica napus L.) is the third worldwide oleaginous crop. It requires high level of
nitrogen (N) fertilizer which only 50% is found in seeds (1) revealing a low N Use Efficiency
(NUE) mainly related to a low leaf N Remobilization Efficiency (NRE). This is strongly linked to
senescence mechanisms involving proteolysis processes due to proteases (2). In order to
improve NRE, our goals were to (i) explore the genotypic variability of NRE and (i) identify
mechanisms leading to a better N remobilization during senescence processes. 2

S e W

Material and Methods
A screening on 11 genotypes was performed at vegetative stage using a long term pulse-chase
15N-labeling to determine the N remobilization at whole plant level and in a leaf rank becoming
senescent. Plants were supplied with high (HN: 3.75 mM) or low (LN: 0.375 mM) nitrate during
21 d. The theoretical last senescing leaf rank was determined by the SAG12/Cab method (3) and
the proteases were identified by: 2-D electrophoresis, immunodetection and tests of RubisCO

4 degradation in gel with specific inhibitors of proteases classes.
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Conclusion

These results highlight the strong linked between N remobilization and (i) senescence, (ii) soluble and insoluble proteolysis and (i) the involvement of serine, cysteine and metalloproteases (as the
FtsH) in an efficient proteolysis. Further studies are in progress to precise these results.
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Genotypic variability of N use efficiency in winter oilseed rape reveal the proteolysis
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Oilseed rapeRrassica napu.) is the third worldwide oleaginous crop anduiegs high
level of nitrogen (N) fertilizer which only 50% feund in seeds (Schjoerring ak 1995)
revealing a low N Use Efficiency (NUE). This weakJR is mainly related to a low leaf N
Remobilization Efficiency (NRE). In order to impm®WRE, our goals were to (i) explore the
genotypic variability of NRE and (i) identify meahisms leading to a better N
remobilization during senescence proé@ss

To achieve these objectives, a screening on 1ltgee® was performed at vegetative
stage using a long term pulse-ch&®¢labeling, to determine the N remobilization atokh
plant level and in a leaf rank becoming senesd&lants were supplied with high (HN: 3.75
mM) or low (LN: 0.375 mM) nitrate during 21 d.

Results indicated that there was 4 profiles of sasps to LN conditions depending on N
remobilization and biomass production: (1) high NRE both N conditions without
maintaining of growth, (2) low NRE in both N condits without a maintain of growth, (3)
high NRE in LN nutrition without a maintain of legfrowth, or (4) with a maintain of
growth. Based on these data, the N remobilizatiming the senescence of a leaf becoming
senescent was specifically investigated in 2 cetgthgenotypes: Samourai (profile 2) and
Ténor (profile 4). Both genotypes had the sameahs®luble proteins degradation after 21 d
but Ténor presented a higher decrease of totatipoamount. This indicates that the higher
NRE of Ténor in response to LN is mainly due toedficient proteolysis of soluble and
insoluble proteins, while Samourai does not degemdmuch the insoluble ones. Moreover,
western blotting suggests an important role of BieH in the proteolysis mechanisms
involved in the efficient NRE of Ténor, and studigisproteases activities highlighted the
importance of serine and cysteine proteases in etiotypes. The characterization of
proteases especially involved in high NRE is ingoess.

Schjoerring JK, Bock JGH, Gammelvind L, Jensen CR ad Mogensen VO(1995) Nitrogen
incorporation and remobilization in different sh@oimponents of field-grown winter oilseed
rape as affected by rate of nitrogen applicatiath iemgation.Plant Soil177: 255-264
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Résumés

Le colza d’hiver est une oléagineuse exigeante en azote (N) minéral et qui présente une efficience
d’usage du N (EUA) médiocre, notamment du fait d’une faible efficience de remobilisation du N
(ERA) au stade végétatif. Dans un contexte de réduction des intrants azotés et d’une amélioration du
bilan agro-environnemental du colza, les objectifs visaient a explorer la variabilité génotypique afin (i)
de déterminer un idéotype de colza adapté a une limitation en nitrate et (ii) d’identifier les mécanismes
cellulaires associés a une forte ERA foliaire aux stades végétatif et reproducteur.

L’analyse des composantes de I'EUA et des flux de N via I’utilisation du traceur isotopique >N chez
10 génotypes au stade rosette et 2 génotypes au stade reproducteur a permis de proposer un idéotype
de colza adapté a une limitation en nitrate caractérisé par : (i) une forte remobilisation du N foliaire
tout au long du cycle permettant de réduire les pertes de N par la chute des feuilles, (ii) une forte
utilisation de ce N dans les feuilles en croissance au stade rosette afin d’obtenir une production de
biomasse foliaire élevée avant la montaison et (iii) une capacité accrue a stocker le N des feuilles dans
la tige, permettant ainsi de conserver le N provenant de la remobilisation foliaire, avant de le
redistribuer en fin de cycle pour couvrir les besoins en N liés a la formation et au remplissage des
graines. Au niveau cellulaire, une forte remobilisation du N foliaire au stade rosette est associée a une
forte protéolyse des protéines solubles et insolubles chloroplastidiales. Une protéolyse efficace est
associée a une forte activité des protéases a cystéine, a sérine et a aspartate au pH acide, suggérant un
réle prépondérant des protéases vacuolaires en lien avec un important trafic cellulaire (autophagie,
« senescence-associated vacuole » et/ou « CV-containing vesicles »). A contrario, entre la montaison
et la formation des siliques, la remobilisation du N n’est pas limitée par la protéolyse mais par un
défaut de dégradation/exportation des peptides et des protéines membranaires et/ou par des processus
déficients de détoxification/exportation de I’ammonium. De plus, nos travaux ont démontré que le
taux de dégradation de la protéine D1 (protéine membranaire associée au photosystéme ) pourrait
étre un indicateur pertinent de 1’efficience de remobilisation du N foliaire.

Winter oilseed rape is an oleaginous crop highly demanding in mineral nitrogen (N) that is
characterized by a low nitrogen (N) use efficiency (NUE), consequently to a weak N remobilization
efficiency (NRE) at vegetative stages. In a context of reduction in N fertilizers inputs and an
improvement of agro-environmental balance of oilseed rape, the objectives aimed to explore the
genotypic variability (i) to determine an ideotype adapted to low nitrate supply and (ii) to identify the
cellular mechanisms associated with a high leaf NRE at vegetative stages and after bolting.

The analysis of NUE components and N fluxes via the utilization of N isotopic tracer in 10
genotypes at the vegetative stages and 2 genotypes at the reproductive stages allow to define an
ideotype adapted to a low nitrate supply characterized by (i) a high N remobilization from leaf during
all the developmental stages, leading to lower N loss by leaf fall, (ii) a high N utilization of the N from
remobilization in growing leaves during vegetative stages in order to obtain a high leaf biomass
production before bolting and, (iii) an increased capacity to store the N from leaves in the stem,
leading to a conservation of N coming from the leaf remobilization before its redistribution at the end
of the cycle to meet the needs of N for the seed formation and filling. At cellular level, a high N
remobilization in leaf is associated with a high proteolysis of soluble and thylakoid-bound proteins of
chloroplasts. A high proteolysis is associated with a strong activity of cysteine, serine and aspartic
proteases at acidic pH, suggesting a crucial role of vacuolar proteases in relation with an important
cellular trafficking (autophagy, senescence-associated vacuoles and/or CV-containing vesicles). A
contrario, between bolting stage and the formation of siliques, N remobilisation is not limited by
proteolysis, but by a defect in the degradation/export of peptides and thylakoid-bound proteins and/or
by deficient processes related to detoxication/export of ammonium. In addition, our results highlight
that the degradation rate of the D1 protein (a thylakoid-bound protein of the photosystem II) at
abscission could be a relevant indicator of leaf N remobilization efficiency.




