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Le soufre (S) est quantitativement le quatrieme macronutriment issu du sol contribuant a
I’élaboration de la biomasse végétale, apres 'azote (N), le phosphore (P) et le potassium (K). Le S
intervient dans la composition de deux acides aminés protéinogenes (cystéine et méthionine) et
donc de I'ensemble des protéines mais il est aussi impliqué dans la synthése d’acides gras et de
vitamines. |l est largement présent dans les protéines des graines et sa disponibilité peut impacter
la qualité des produits récoltés (

). Les cultures doivent donc disposer d’un apport suffisant en S tout au long de leur cycle,

pour optimiser la production et la qualité des produits récoltés.

Jusqu’au milieu des années 80, la disponibilité en S du sol n’était usuellement pas
considérée comme limitante en raison des fortes retombées de S atmosphérique (sous forme de
dioxyde de soufre (SO,) impactant de plus le pH des pluies), principalement issus des activités
industrielles utilisant des combustibles fossiles soufrés (charbon, lignite, fioul, gazole). La mise en
place progressive de mesures environnementales (Convention sur la pollution atmosphérique
transfrontiere a longue distance de 1979 ainsi que les Protocoles d’Helsinki en 1987, d’Oslo en 1994,
de Kyoto en 1997 et de Goteborg en 1999) ont permis de réduire considérablement les retombées
atmosphériques de S d’origine anthropique et donc d’améliorer la qualité de I'air dans les pays
industrialisés. En France, les émissions de SO, atmosphériques ont ainsi diminué de plus de 80 %
entre 1980 et 2000 et sont en constante diminution depuis les années 2000 (

) ( ). Ainsi, on
considere qu’actuellement, I'apport de S atmosphérique moyen en France, variable selon les
régions, est inférieur a 10 kg de SOs (trioxyde de soufre ou anhydride sulfurique) par hectare et par

an ( ).

Depuis plusieurs années, le contenu en S diminue aussi dans les engrais. Les pratiques
culturales intensives actuelles entrainent I'utilisation, par les agriculteurs, d’engrais riches en azote
ainsi que d’engrais phosphatés trés concentrés du type ammonitrate ou superpotassique, qui ne
contiennent quasiment pas de S. En France, le S apporté indirectement avec les engrais minéraux
est passé d’environ 630 000 tonnes pour la campagne 1999-2000 (premiére campagne de mesure
des livraisons de SOs dans les engrais) a pres de 420 000 tonnes pour la campagne 2008-2009, soit

une diminution de plus de 30 %. Pour la derniere campagne 2013-2014, la diminution d’apport de
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S par les engrais minéraux est encore de 11 % inférieure a la premiére campagne de mesure ( )

La dépollution de I'air, associée a une faible utilisation des engrais soufrés et a un
accroissement des rendements de génotypes plus performants, s’est traduite par un
appauvrissement des sols en S conduisant a des carences sur de nombreuses cultures, comme le
blé, le colza et les prairies. De plus, les végétaux constituent I'une des principales sources
d’incorporation du S dans les chaines trophiques. En effet, seuls les végétaux, champignons et
bactéries sont capables d’absorber et d’assimiler du S minéral, contrairement aux animaux qui

dépendent exclusivement du S d’origine organique ( ).

D’un point de vue agronomique, une limitation en S se traduit par une diminution des
rendements et de la qualité des produits récoltés. Parmi les espéces de grande culture, le colza est
une des especes présentant des besoins en S les plus importants, estimés a environ 45 kg de S par
ha (soit 110 kg SOz ha'), alors que les céréales comme par exemple le blé, ont des besoins plus
faibles allant de 15 a 25 kg de S par ha ( ) ( ). Du fait de ses forts
besoins en S, le colza est une espéece particulierement sensible a la limitation en cet élément. Une
carence nutritionnelle en S peut provoquer des diminutions de rendement (

) pouvant aller de 10 a 20 g.ha? (
) et de la qualité des graines de colza par une altération de leurs teneurs protéique et lipidique
ou encore une diminution de leur vigueur germinative (
). Une faible disponibilité en S réduit également les capacités
d’absorption du N et I'efficience d’utilisation de cet élément chez le colza (
).

Afin de limiter les risques de carences nutritionnelles en S, de nombreux travaux ont
cherché a développer des indicateurs de la nutrition soufrée permettant de diagnostiquer les
phénomeénes de déficience en S afin d’ajuster les doses d’intrants soufrés aux besoins réels de la
culture (pour revue ). Mais a ce jour, il n’existe pas de méthode de diagnostic
de la nutrition soufrée a la fois précoce, simple, utilisable en routine et en conditions de plein
champ, qui permettrait de raisonner la fertilisation S. Il en résulte que les instituts techniques
frangais tels que Terres Inovia (Ex CETIOM : Centre Technique Interprofessionnel des Oléagineux
Métropolitains) recommandent un apport systématique d’engrais soufrés pour les plantes de
grandes cultures, avec par exemple pour le colza, une préconisation d’'un apport de 75 kg
de SO; ha'au début de la montaison. Ces recommandations, dites de sécurité, ne sont cependant
pas raisonnées. Il s’agit de recommandations moyennes qui ne tiennent pas compte de la

disponibilité du S du sol pour les plantes. Il peut potentiellement en résulter des conditions de sur-
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fertilisation avec des conséquences environnementales et économiques potentielles, ou a I'inverse,

des conditions de carence impactant la qualité et le rendement des cultures.

Mes travaux de these s’inscrivent dans le projet SERAPIS financé par le Fond Unique Inter-
Ministériel (FUI), projet labellisé par les pbles de compétitivité Végépolys et Valorial. Ce projet de
recherche regroupe des partenaires du secteur privé (Centre Mondial d’Innovation (CMI) du
Groupe Roullier de Saint-Malo, société Anaximandre de Landerneau, Végénov — BBV de Saint Pol
de Léon, Unité de Recherche LEVA du Groupe ESA d’Angers) et du secteur public (UMR INRA-UCBN
950 EVA de I'Université de Caen, UMR INRA 1347 GEAPSI Agroécologie de Dijon). Les principaux
objectifs de ce projet visaient a optimiser la nutrition soufrée des plantes cultivées en développant
simultanément, des indicateurs de la fertilisation soufrée, des fertilisants innovants activateurs de
la nutrition soufrée et des outils de pilotage en temps réel de la fertilisation, tout en contribuant a
la préservation de I'environnement pour répondre aux exigences d’une agriculture raisonnée et

durable.

Dans ce cadre, j’ai ainsi pu bénéficier d’une allocation CIFRE financée par le Centre Mondial
d’Innovation du Groupe Roullier et d’'une collaboration avec 'UMR INRA-UCBN 950 EVA se
focalisant sur I'identification et le développement de nouveaux indicateurs de la nutrition soufrée
du colza. Ce mémoire de thése débute donc par une synthése bibliographique traitant des
conséquences d’une limitation en S chez le colza tant du point de vue agronomique, physiologique
gue moléculaire ainsi que sur les indicateurs de la nutrition soufrée déja envisagés dans la
littérature. Les méthodes de cultures et d’analyses ainsi que les résultats obtenus lors de mes

expérimentations successives sont présentés au travers des trois articles suivants intitulés :

- « Effect of sulfur deprivation on osmotic potential components and nitrogen metabolism
in oilseed rape leaves: identification of a new early indicator ». Ce premier article, publié dans
Journal of Experimental Botany en 2015, appréhende les modifications du potentiel osmotique
foliaire induites par une privation en S chez le colza. Démontrant I'implication forte du sulfate dans
le potentiel osmotique, les résultats suggeérent que sa remobilisation (et donc son assimilation)
s’accompagne d’'une accumulation d’autres anions comme le nitrate, le phosphate et le chlorure,
qui permettent, au moins durant une phase précoce, un maintien du potentiel osmotique des
feuilles lors d’une limitation en S. Ces résultats obtenus en conditions contrélées suggerent que le
ratio ([CI']+[NOs]+[P0O4>1):[SO4*] des feuilles puisse constituer un indicateur relativement précoce

du statut de la nutrition soufrée chez le colza.

- « Assessment of sulfur deficiency under field conditions by single measurements of sulfur,

chlorine and phosphorus in mature leaves ». Les résultats du premier article suggérant une
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compensation osmotique de la remobilisation du sulfate foliaire par le nitrate, le phosphate et le
chlorure, nous avons cherché a confirmer cette observation au sein d’un dispositif de culture de
plein champ, puis a évaluer indirectement la concentration de ces anions par des mesures
élémentaires (S, N, P, et chlore (Cl)). Un indicateur de nutrition dérivé de ces teneurs élémentaires
est ensuite proposé et testé sur un plus grand nombre de parcelles de colza mais aussi chez d’autres
especes cultivées. Ce projet d’article sera probablement soumis a Plant and Soil, des que les

contraintes de confidentialité seront levées (dépot de brevet en cours).

- « Non-specific root transport of nutrient gives access to an early nutritional indicator: the
case of sulfate and molybdate ». Nos travaux antérieurs ont pu montrer, en accord avec les données
de la littérature, que la premiere réponse du colza a une limitation S consiste a augmenter, de facon
trés précoce et massive, I'expression des génes codant des transporteurs racinaires de sulfate. Ces
transporteurs présentant aussi la particularité de transporter du molybdate, nous avons alors
cherché a déterminer la pertinence d’un ratio [Mo]:[S] foliaire en tant qu’indicateur précoce du
statut de nutrition soufrée chez le colza mais aussi chez d’autres espéces cultivées. Ces approches
ont été conduites tant en conditions contrélées que de plein champ, au moins en ce qui concerne
le colza. Ce projet d’article sera probablement soumis a Journal of Experimental Botany, dés que

les contraintes de confidentialité seront levées (dépot de brevet en cours).

Ce manuscrit de these se termine par un dernier chapitre débutant par une discussion
présentant une analyse globale des résultats obtenus et une comparaison des deux indicateurs de
nutrition soufrée. Il s’achéve par une présentation des perspectives de recherches tant appliquées

que fondamentales qui découlent de ce travail doctoral.

Enfin, mes activités de recherche doctorale ont également fait I'objet de présentations
orales lors des réunions semestrielles du projet SERAPIS mais aussi de deux communications orales

lors de congrés internationaux :

- Elise Sorin, Anne Maillard, José-Maria Garcia-Mina, Angel-Mari Zamarreno,
Mustapha Arkoun, Florence Cruz, Jean-Claude Yvin, Philippe Etienne, Alain Ourry (2013) Effect of S-
limitation on osmotic potential components in oilseed rape leaves: towards the development of
early indicators? 4™ Sulphyton Workshop, 5-8 septembre 2013, Athénes, Gréce. Abstract book p18;
Journal fur Kulturpflanzen 66, Marz 2014, p102.

- Elise Sorin, Philippe Etienne, Anne Maillard, Angel-Mari Zamarreno, José-Maria

Garcia-Mina, Mustapha Arkoun, Frank Jamois, Florence Cruz, Jean-Claude Yvin, Alain Ourry (2015)

Effect of S deprivation on osmotic potential components and N metabolism in oilseed rape leaves:
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identification of a new early indicator. 14" International Rapeseed Congress, 5-9 juillet 2015,

Saskatoon, Canada. Abstract book p167.
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I. Le colza, une plante exigeante en soufre

I.1. Production et débouchés de la culture de colza

Le colza est une culture largement répandue dans le monde, sa production mondiale a été
estimée a 70,31 millions de tonnes pour 2014 pour une surface cultivée de 36,16 millions d’hectares
( ). Le colza occupe la deuxieme place de la
production mondiale des graines d’oléagineux, derriere le soja. Les principaux producteurs
mondiaux de colza sont I'Union Européenne, la Chine, les Etats-Unis, le Canada et I'Inde. En France,
la production du colza et donc ses surfaces d’exploitation sont en constante augmentation depuis
les années 70. Elles atteignent pres de 1,6 millions d'hectares en 2012, bien supérieures a celles des
autres oléagineux a savoir le tournesol et le soja ( ) ( ). En France, le

rendement en graines du colza était estimé a 36,7 g.ha en 2014.

Les débouchés de la culture de colza sont multiples, allant de |'utilisation de I'appareil
végétatif mais surtout a I'utilisation des graines et de ses produits de transformation ( ).
La principale valorisation des graines de colza concerne la production d’huile, utilisée en
alimentation humaine et reconnue pour sa composition lipidique (faible teneur en acides gras
saturés, présence de plus de 60 % d’acide oléique, d’acides gras mono-insaturé et en moyenne de
30 % d’acides gras polyinsaturés, des oméga 3). L’huile de colza peut également étre utilisée pour
des usages non alimentaires comme par exemple pour la production de cosmétiques, de détergents
ou de biodiesel ( ). Une partie des sous-produits est utilisée pour I'alimentation
animale avec la production de tourteaux qui constitue une source intéressante de protéines, de
minéraux et d’acides gras pour les animaux. La sélection variétale a permis la production de variétés
dites double 00 et simple 0, faible en glucosinolate et/ou en acide érucique, dont la présence
confere des effets néfastes voir toxiques a I’huile et une certaine inappétence au tourteau de colza

pour les animaux ( ).
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I.2. Quelques caractéristiques de la culture de colza

Le colza (Brassica napus L.) est une plante annuelle de la famille des Brassicacées
(Brassicaceae), précédemment appelée famille des cruciféres. Le colza, issu d’un croisement
naturel entre deux espéeces diploides que sont le chou (Brassica oleracea L.) et |la navette (Brassica
campestris L.) ( ) ( ), est une espéce amphidiploide, c’est-a-dire dotée d’un double

génome.

On distingue trois types de colza oléagineux : le colza d’hiver, le colza de type intermédiaire
encore appelé colza semi-hiver et le colza de printemps, qui se différencient par leur période et leur
durée de cycle cultural. Le colza de printemps est principalement cultivé en Amérique du Nord, en
Australie et dans 'est et le nord de I'Europe. Son cycle de développement, entre mars et ao(t, est
court (120-150 jours) et ce type de colza ne nécessite pas de vernalisation pour fleurir. Le colza
semi-hiver, plus particulierement utilisé en Chine, est cultivé entre octobre et mai et fleurit en
période de jours courts. Le colza d’hiver présente un cycle de développement plus long pouvant
atteindre 330 jours, de fin ao(t a début ao(t, et nécessite une période de vernalisation pour entrer
en floraison ( ). Il est le plus cultivé en Europe car il est plus adapté aux
conditions climatiques de cette zone géographique et est particulierement productif. Le colza est
souvent utilisé comme Culture Intermédiaire Pieége a Nitrate (CIPAN), du fait de sa grande capacité
d’absorption et de stockage de I'azote. La culture du colza d’hiver présente également les avantages
de participer a une meilleure structure du sol grace a son systeme racinaire en pivot, et d’étre un
facteur de diversification des rotations ou il contribue a la rupture du cycle des adventices et des

maladies des céréales.

Le cycle de développement du colza d’hiver peut étre décomposé en deux phases : une
premiere phase de croissance végétative et une seconde phase reproductrice ( ). Le colza
d’hiver est semé entre le 15 ao(t et le 15 septembre. Aprés 'apparition des cotylédons, des feuilles
pédonculées et découpées se forment et constituent la rosette. A ce stade, le colza d’hiver entre
en vernalisation et peut supporter les faibles températures hivernales. Chez le colza d’hiver, cette
période de froid est indispensable pour le passage de I'état végétatif au stade reproducteur, elle

conditionne la montaison et l'initiation florale ( ). Aprés la période
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hivernale, une reprise de croissance est observée, les feuilles nouvellement formées sont
lancéolées et entieres et la surface foliaire augmente jusqu’a la floraison. Au cours du stade
reproducteur, les inflorescences se forment aux apex caulinaires et la tige se ramifie alors que la
montaison et la floraison se poursuivent. Le colza est une plante autogame et la fécondation
entraine la formation de siliques au sein desquelles s’effectuent le développement, le remplissage
et la maturation des graines. La récolte des graines s’effectue lorsque le taux d’humidité des graines

est inférieur a 15 % et s’échelonne entre mi-juin et début aodt.

Au cours de son développement, le colza est une culture exigeante en éléments nutritifs
avec des besoins particulierement importants entre la reprise de végétation et I'entrée en floraison.
Par comparaison avec les cultures céréaliéres, le colza présente des besoins nutritionnels élevés en
N, P, K, S, Manganése (Mn) et en bore (B). Le N est I'un des principaux facteurs qui conditionnent
le rendement de la culture. En plus du N disponible dans le sol, le colza nécessite des apports
d’engrais azotés importants, compris entre 160 et 250 kg.ha? ( ). Malgré une
capacité d’absorption du nitrate particulierement importante, le colza possede une faible efficience
d’utilisation du N (EUA ou NUE pour Nitrogen Use Efficiency). En effet, en raison d’une faible
remobilisation foliaire des composés azotés, seulement 50 a 60 % de I'azote absorbé serait retrouvé
dans les graines a la récolte ( ). De plus, il existe une interaction forte entre
les besoins de la plante en N et en S. Un apport de N stimule la croissance de la plante et donc le
prélevement de S ( ) mais en I'absence de disponibilité de ce
dernier, I'apport de N va augmenter I'ampleur de la déficience en S. Il est donc d’une importance
majeure de mieux gérer la fertilisation soufrée du colza, conjointement a la fertilisation azotée, afin
de réduire les colits économiques et les conséquences environnementales, tout en apportant les

quantités requises de nutriments afin de maintenir la productivité de la culture.

I.3. La nutrition soufrée chez le colza

Le S est indispensable a la croissance et au bon développement des plantes (
). En effet, le S intervient dans la composition d’acides aminés essentiels nécessaires a la
synthése des protéines mais aussi dans de nombreux autres composés. De facon non exhaustive,

on retrouve le S dans deux acides aminés (la cystéine et la méthionine), des peptides (le glutathion
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Figure 1.5 Représentation schématique des fonctions physiologiques du S et de son
implication dans la biosynthese de divers métabolites végétaux. GSH : glutathion
réduit, SAM : S-adénosylméthionine, SMM : S-méthylméthionine (Nikiforova et al.,
2004).
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par exemple) et 'ensemble des protéines, des cofacteurs (la thiamine, le coenzyme A), des
sulfolipides, des vitamines et au sein de composés secondaires tels que les glucosinolates et les

phytochélatines ( ).

La cystéine joue un role central, elle est incorporée dans diverses protéines et elle est le
précurseur de nombreux composés essentiels tels que la méthionine et le glutathion. Les ponts
disulfures, que forment les groupements thiols des résidus de cystéine, jouent un réle crucial dans
la formation et la stabilisation de la conformation des protéines ( ).
Certaines protéines a ponts disulfures sont impliquées dans des voies clés du métabolisme de la
plante, comme la photosynthése, le cycle de Calvin, la synthése d’amidon, I'assimilation du N et du
S, la synthése et la dégradation de protéines ou encore la réponse au stress oxydatif (

). Le groupement thiol de la cystéine intervient dans la formation des centres fer-
soufre des protéines. Par exemple, la ferrédoxine, protéine extrinséque de la membrane
thylakoidienne, permet le transfert d’électrons vers le NADP lors de la photosynthése et fournit
également le pouvoir réducteur nécessaire au bon fonctionnement des enzymes impliquées dans
la voie d’assimilation du nitrate et de 'ammonium telles que la nitrite réductase, la glutamine
synthase ou encore la Glutamine oxoglutarate aminotransferase (GOGAT). Le S-methylcystéine
sulfoxide (méthiine) est un acide aminé dérivé de la cystéine dans la voie de biosynthése du
glutathion. Du fait de son omniprésence dans les différents organes du colza, de son accumulation
dans les feuilles sénescentes et de sa composition particuliére (carbone (C), N, S), il interviendrait
dans la remobilisation du soufre et de I'azote lors du développement végétatif et du remplissage
des graines ( ), de la méme fagon que la S-methylmethionine chez le pois (

).

La méthionine est un acide aminé soufré essentiel, initiateur de la synthese des protéines
et un acteur clé de nombreuses activités métaboliques. C'est un précurseur de la S-
adénosylméthionine (SAM), impliquée dans des réactions de méthylation intervenant dans la
synthése des chlorophylles, des phospholipides, de certains acides gras. La méthionine intervient
également dans la synthése de polyamines et de I'éthyléne ( ). La S-
méthylméthionine (SMM) est un dérivé de méthionine et est utilisée comme une des principales

molécules de transport pour le S réduit dans la plante ( ).

Le S intervient dans de nombreuses autres molécules ayant des rbles essentiels dans la
plante. Le glutathion réduit (GSH) intervient dans le maintien du statut redox de la plante par son
action anti-oxydante, il protége les cellules des espéces réactives de I'oxygene (ROS) qui se
produisent en réponse a différents stress (

). La thiamine et le coenzyme-A sont indispensables a I'activité de nombreuses enzymes



Atmosphere s

Figure 11.6 Cycle biogéochimique du soufre. Le sulfate est assimilé par les plantes (fleche
verte) et les algues (fleche bleue). Les microorganismes du sol utilisent le S dans les
réactions dissimilatrices et minéralisent le S organique en sulfate. Le S peut étre libéré dans
I’'atmosphéere sous forme de composés volatiles par les océans, les volcans et I'activité
anthropique. Les composés soufrés volatils sont oxydés en sulfate dans I'atmosphéere. DMS :
dimethylsulfide, DMSP : dimetylsulfopropianate (Takahashiet al., 2011).
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( ). Les sulfolipides localisés dans les membranes thylakoidiennes
interviennent dans les processus de la photosynthése ( ). Les glucosinolates
jouent un réle essentiel dans la défense de la plante contre les perturbations extérieures d’ordre
biotique et abiotique ( ).
Les phytochélatines sont quant a elles impliquées dans les mécanismes de tolérance des plantes

aux ions métalliques ( ).

Le colza est une plante particulierement exigeante en S. Le colza est une des espéces qui
présente les besoins en S les plus importants d’environ 45 kg de S par ha (soit 110 kg SOs ha'?), par
comparaison avec la culture de betteraves ou de céréales telles que le blé, qui a des besoins
beaucoup plus faibles allant de 15 a 25 kg de S par ha ( ) ( ). La
demande en S varie au cours du cycle de développement de la culture de colza, elle augmente
fortement au moment de la reprise de végétation jusqu’a la formation des graines. Les besoins réels
de la plante sont difficiles a déterminer, des exigences moyennes de 2,8 a 3,2 kg de S par quintal de

graines produites ont été estimées selon le cultivar étudié ( ).

Les plantes peuvent prélever le S dans I'atmosphere et le sol ( ). Les sources
naturelles de S dans I'atmosphére sont sous différentes formes gazeuses telles que le dioxyde de S
(SO,, composé soufré majoritairement présent dans I'atmospheére), le dihydrogéne de S (H.S), le
sulfure de carbonyle (COS) et le sulfure de diméthyle (DMS ou (CHs)2-S). Ces composés gazeux sont
issus des éruptions volcaniques, des échanges gazeux avec I'océan, de la décomposition de la
matiére organique et des rejets industriels. lls peuvent étre prélevés par les plantes au niveau
foliaire via une diffusion vers les stomates et a travers la cuticule ( ). Ces
préléevements atmosphériques ne constituent qu’une trés faible part des besoins en S chez les
Brassicacées ( ). En France, I'apport actuel de S atmosphérique moyen est
inférieur a 10 kg de SO; par ha et par an ( ) ; on peut donc raisonnablement penser que
I"acquisition de ce S atmosphérique par le colza reste mineure et que sa contribution diminuera a

I’avenir.

Dans le sol, le soufre est sous forme organique et minérale et leurs teneurs sont affectées
par des processus de mobilisation, minéralisation, immobilisation, oxydation et réduction.
Généralement, plus de 95 % du S du sol est sous forme organique et n’est pas directement
disponible pour la plante. Le S organique du sol se présente sous deux formes principales :

directement lié au carbone (C-S, sulfonates et acides aminés soufrés) ou non directement lié au C,
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comme les esters sulfate (C-O-S) et les sulfamates (C-N-S). Ce S organique n’est disponible pour les
plantes qu’aprés intervention d’enzymes d’origine microbienne de la famille des sulfatases
( ). Dans les sols, le soufre minéral se rencontre sous tous ses niveaux potentiels
d’oxydation du soufre élémentaire (So), allant du sulfure (S%), au thiosulfate (S,0s%), au
tétrathonate (S:06%), au sulfite (S0s%) et enfin au sulfate (S04%). La plante absorbe le S du sol au
hiveau racinaire principalement sous forme de SO4%, qui est présent en faibles concentrations dans
le sol et dont la teneur varie continuellement en fonction de I'équilibre entre I'absorption par les
plantes, les apports d’engrais S, la minéralisation et I'immobilisation ( ).
De plus, le SO4* étant un ion trés mobile, les pertes par lixiviation peuvent atteindre jusqu’a 80 kg

de S par ha et par an ( ).

Le S peut donc provenir de différentes sources naturelles comme les dépots
atmosphériques, la dégradation de la roche mere et la minéralisation de la matiére organique du
sol mais il peut également étre apporté par les résidus de cultures, les eaux d’irrigation ou les
produits antiparasitaires. Cependant, I'exportation importante de S par les végétaux cultivés
combinée a la forte diminution des dépo6ts atmosphériques engendrent un épuisement progressif
en S des sols ( ). Lapport d’engrais soufré apparait donc souvent indispensable pour

répondre aux besoins des cultures lors des périodes clés de la croissance.

En préambule, il faut rappeler qu’en France, le mode officiel de comptabilisation du S des
engrais est sous la forme de SOs, alors que c’est I'unité de S élémentaire qui est utilisée dans un
cadre international (le coefficient de conversion de I'élément S en SO; est de 2,5). Une déficience
en S peut étre aisément corrigée par une application d’engrais soufré. Aux Etats-Unis, il est
considéré qu’un apport d’environ 20 kg de S par ha est suffisant pour satisfaire les besoins en S du
colza (Jackson, 2000). Les recommandations au Danemark et en Allemagne sont comprises entre
30 et 50 kg de S par ha pour éviter les effets d’'une déficience en S modérée (Pedersen et al., 1998).
En France, I'institut technique Terres Inovia recommande un apport d’engrais soufrés de 75 kg de
SOs par ha soit 30 kg de S. Une recommandation précise de la dose d’engrais S a appliquer selon les
besoins réels de la plante reste difficile. Malgré ces recommandations, il a cependant été observé
une grande variation des doses de S appliquées en condition de production, allant de 0 a

112 kg S ha* ( ).

Les engrais soufrés sont disponibles sous de nombreuses formes dont les plus communes

sont le sulfate et le S élémentaire. Les engrais sous forme de sulfate sont facilement disponibles
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Tableau II.1 Principaux engrais soufrés utilisés en France. D’aprées

(www.terresinovia.fr).

Apport
minimal en kg i
. Elément
. Concentration pour 75 .,
Engrais L associé au
de SO, unités de
souffre
SO;.hat
en kg
Sulfate d’ammoniaque 60 % 125 21% N
Sulfonitrate d’'ammoniaque 26 32,5% 230 26 % N
Ammonitrate soufrée 26 13 13 % 580 26 % N
Solution azotée soufrée
11 %* 860 20,6 %* N
26 14
Superphosphate simple
perphosp P 30 % 250 18 % P,0,
ou normal 18
Superphosphate concentrée 25 20 % 375 25 % P,0O¢
Sulfate de potassium 45 % 170 50 % K,0
Kiesérite granulé
L. 50 % 150 25 % Mg0
(sulfate de magnésium)
Engrais composés avec SO, déclaré variable a calculer

*Rapport masse/volume en %.
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pour la plante mais le sulfate est trées mobile dans le sol et peut étre sujet au lessivage en cas de
forte pluviométrie. Au contraire, le S élémentaire doit d’abord étre oxydé en sulfate pour devenir
disponible pour la plante. L'oxydation du S élémentaire est affectée par la présence de
microorganismes capables de I'effectuer et par les caractéristiques du sol comme la température,
le potentiel de I'eau et I'aération ( ). Les principaux engrais
soufrés utilisables sont présentés dans la (

). lls peuvent étre apportés sous forme simple ou composée, associés
a d’autres éléments. Les engrais contenant une haute teneur en S se présentent par exemple, sous
la forme de sulfate d’'ammoniaque, de sulfate de potassium ou de kiérésite. Le soufre peut
également étre apporté sous forme d’amendements souvent d’origine animale comme les fumiers
et lisiers. Le S total du fumier organique est constitué de différentes formes de S: 20 % du S est
sous forme de sulfide, 40 % est du S lié au carbone et les 40 % restant sont sous forme de S
organique et inorganique ( ).

La période d’apport d’une fertilisation soufrée est également un facteur important a
prendre en compte car elle détermine I'effet que la fertilisation va avoir sur la culture. Les engrais
sous forme de sulfate ne nécessitant pas d’oxydation, I"application peut se faire au début du
printemps, quelques jours apreés la reprise de végétation ( ). Si
I’apport est plus précoce, en automne, il y a des risques de perte par lixiviation et le S apporté ne
sera pas disponible pour la culture ( ). Et si
I'apport d’engrais est tardif, il ne sera pas en adéquation avec le moment ou les besoins en S sont
élevés lors de la reprise de végétation. Concernant une fertilisation sous forme granulaire de S
élémentaire, une application a I'automne permet une dispersion des particules de S et une
oxydation pendant la période de croissance. Cependant, les applications automnales ont parfois
montré qu’elles ne permettaient pas d’atteindre un rendement optimal du colza par comparaison

avec les applications de printemps ( ).

Les apports de S sont rarement maitrisés a I’heure actuelle car il n’existe pas de réelle
recommandation basée sur les besoins de la culture elle-méme. Ce manque de maitrise de la
fertilisation S peut entrainer des situations de sur-fertilisation avec des conséquences
environnementales et économiques importantes mais aussi des situations de carence en S dont les

nombreux effets sont décrits dans le paragraphe suivant.
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Il. Effets et conséquences d’une limitation en S chez les Brassicacées

La compréhension des mécanismes physiologiques de réponse a une limitation en S a été
réalisée en grande partie chez Arabidopsis thaliana, plante modele de la famille des Brassiccées.
Cette plante présente I'avantage d’avoir un petit génome (125 Mpb, 2n=10) alors que le génome
du colza est de grande taille (1130 Mpb, 2n=4x=38). Toutefois, A. thaliana et B. napus présentant
des différences au niveau morphologiques, physiologiques ou encore des besoins nutritionnels, les
réponses de B. napus peuvent donc étre différentes. Les données présentées dans cette partie
ciblent donc essentiellement les connaissances obtenues chez les Brassicacées, quelques résultats

obtenus chez d’autres végétaux peuvent néanmoins étre présentés en complément.

Deux classes de limitation en soufre peuvent étre distinguées ( ) :
(i) dans le cas d’une faible limitation, aussi appelée déficience, aucun symptéme visible n’est
observé mais la croissance ainsi que le rendement et la qualité des grains peuvent étre altérés, (ii)
lors d’une limitation sévére ou carence en S des symptomes visuels et caractéristiques
apparaissent au cours du cycle de culture avec des conséquences importantes sur la production en
grains. Outre le niveau de disponibilité en S, la sévérité d’une limitation en S semble aussi dépendre
du moment d’apparition et de la durée de la limitation en S au cours du cycle de développement

de la plante ( ).

La réduction de la disponibilité en S provoque des changements métaboliques et
moléculaires au sein de la plante. La perception d’une limitation en S par la plante fait intervenir
une cascade de réponses qui peuvent étre hiérarchisées en trois phases selon le degré et de la
durée du déficit en S ( ) ( ).
Pendant la phase initiale, les changements concernent principalement la voie d’assimilation du S,
comprenant I'absorption du sulfate et la remobilisation des réserves de sulfate des vacuoles (décrit
dans le paragraphe Il.1). Ces mécanismes d’absorption, de transport et d’assimilation du S sont
régulés par le statut soufré de la plante ( ). Apres cette premiére phase, lorsque le S est
toujours limitant, les changements impliquent alors de multiples voies métaboliques. Le
métabolisme soufré étant une composante du métabolisme primaire des végétauy, il est en effet
finement coordonné avec les métabolismes carboné et azoté (

) (décrit dans le paragraphe 11.2). La plante se réoriente alors vers
une remobilisation des composés soufrés organiques et/ou vers une production d’énergie
( ), initie les réactions de défense aux stress et régule négativement les genes
codant les transporteurs et les enzymes impliqués dans I'absorption et I'assimilation du N. Cette

phase est suivie par des changements au niveau des processus de développement comme
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I'augmentation du rapport massique racines:parties aériennes, I'induction de la sénescence, la
réduction de I'activité photosynthétique, la réduction de la croissance de la plante et l'initiation
précoce du développement de I'appareil reproducteur pour diriger les ressources en S pour la

production de graines.

I1.L1. Effet d’une limitation en S sur le métabolisme soufré

Les plantes peuvent absorber du S atmosphérique au niveau foliaire. Le SO, et H,S peuvent
étre prélevés sous forme de dépots secs ou humides a travers la cuticule mais I'entrée de S par voie
stomatique est la plus fréquente ( ). Ces différents types de prélevements foliaires
ne constituent qu’une part mineure de I'absorption du S chez les Brassicacées (

) et cette part est d’autant moins importante dans le contexte actuel de diminution des dépots

de S atmosphérique.

Le S est en effet majoritairement prélevé par les plantes au niveau racinaire sous forme de
sulfate. Il peut étre ensuite stocké dans les vacuoles ou éventuellement assimilé au niveau racinaire
ou encore transporté vers les feuilles ol il va étre assimilé ou stocké sous forme de sulfate au niveau
vacuolaire. L’absorption et le transport du sulfate au sein de la plante sont effectués par des
transporteurs de sulfate au nombre de 14 chez A. thaliana et par extension chez B. napus. Les
transporteurs de sulfate fonctionnent comme des symports (3 H* pour 1 SO4%) et nécessitent un
gradient de protons (H*) maintenus par une pompe H*/ATPase. lls sont codés par une méme famille
de genes et classés en cing groupes fonctionnels selon les relations phylogéniques entre leurs
séquences protéiques ( ) ( ).
De nombreuses études fonctionnelles, réalisées en particulier chez A. thaliana, ont mis en évidence
des différences d’expression, de localisation, d’activité et donc de fonction entre les transporteurs
des différents groupes. En réponse a une limitation en S, I'expression de nombreux transporteurs
de SO4> est modulée au niveau foliaire et racinaire chez A. thaliana ( ) ainsi

que chez B. napus ( ).

L’absorption du S au niveau racinaire sous forme de sulfate s’effectue par un transport
actif ( ) impliquant les transporteurs du groupe 1

(SULTR1.1 et SULTR1.2). Ces transporteurs sont des transporteurs présentant une forte affinité
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pour le sulfate et sont exprimés préférentiellement au niveau des poils absorbants et des cellules
racinaires épidermiques et corticales chez A. thaliana. Lorsque le S est absorbé en quantité
suffisante, I'expression des génes Sultrl.1 et Sultrl.2 est réprimée (
). Au contraire, en réponse a une limitation en S, I'expression des genes codant ces deux
transporteurs est tres largement augmentée (majoritairement celle de Sultrl.1) (
) et se traduit par une augmentation de la protéine correspondante
( ). Cette augmentation de I'expression de Sultrl.1 et Sultrl.2, qui peut
atteindre un facteur 300 chez des plantes déficientes en S par rapport a des plantes témoins

( ), permettrait une augmentation des capacités d’absorption du sulfate

( )-

Le transport du S entre les différents organes de la plante peut se faire par le phloeme,
sous forme de sulfate, par I'intermédiaire de différents transporteurs de sulfate (
) mais également sous forme réduite de GSH ( ), de méthionine (

) et de SMM ( ). Le transporteur SULTR1.3 du groupe 1, présentant
également une forte affinité pour le sulfate, est exprimé de fagon spécifique dans les cellules
compagnes du phloéme et serait impliqué dans la distribution du S des organes sources vers les
organes puits. En réponse a une limitation en S, I'expression du géne Sultrl.3 est augmentée au
niveau racinaire favorisant ainsi le transfert du S vers les parties aériennes ( )
( ). Deux transporteurs du groupe 2 (SULTR2.1 et SULTR2.2), a plus faible affinité pour le
sulfate que les transporteurs du groupe 1, sont localisés au niveau des tissus conducteurs
( ). Le transporteur SULTR2.1 est exprimé au niveau racinaire dans les cellules du
parenchyme xylémien et du péricycle, il interviendrait dans le transport du sulfate des racines vers
les feuilles. Il est également exprimé au niveau foliaire dans les cellules du parenchyme du xyléme
et du phloéme, ol il permettrait le transport du sulfate entre 'apoplaste et les tissus conducteurs.
Lors d’une limitation en S, I'expression du gene codant le transporteur Sultr2.1 est augmentée au
niveau racinaire favorisant ainsi le transfert du S vers les parties aériennes et réduite au niveau
foliaire, ce qui limiterait la remobilisation du S des feuilles agées vers les feuilles jeunes (

). Le transporteur SULTR2.2 est quant a lui exprimé uniquement au niveau du phloeme

racinaire et semble étre impliqué dans la réallocation du sulfate ( ).

Il existe trois autres groupes de transporteurs de sulfate : les transporteurs du groupe 3, du
groupe 4 qui interviennent dans I'efflux du sulfate du tonoplaste (décrit dans le paragraphe 11.1.3)

et les transporteurs du groupe 5 ( ).
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Les roles des transporteurs du groupe 3 dans le transport du sulfate n’ont pas encore été clairement
démontrés. Le groupe 3 est constitué de 5 membres, dont la localisation de I'expression des génes
dépend de I'espece étudiée et du stade de développement de la plante. Chez A. thaliana, SULTR3.1,
SULTR3.2 et SULTR3.3 sont localisés au niveau foliaire (
) alors que chez B. oleracea, SULTR3.2 est exclusivement exprimé au
niveau racinaire et SULTR3.3 est exprimé a la fois dans les feuilles, les tiges et les racines (
). Chez B. oleracea, SULTR3.4 et SULTR3.5 sont respectivement exprimés aux niveaux
des tiges et des racines ( ). Contrairement aux transporteurs du groupe 1 et 2,
I’expression des genes codant les transporteurs du groupe 3 n’est pas modulée par la disponibilité

enS.

Les transporteurs du groupe 5 sont différents des autres transporteurs de sulfate des groupes
précédemment présentés. lls présentent une séquence protéique plus courte (environ 450 acides
aminés contre approximativement 650 pour les autres groupes) et contrairement aux transporteurs
de groupe 1 a 4, ils ne possédent pas de domaine STAS (Sulfate Transporter and Anti-Sigma factor
antagonist) ( ) qui semble étre impliqué dans l'activité et la régulation des
transporteurs le possédant ( ). Chez B. napus, SULTR5.1
est présent au niveau du tonoplaste des racines, des tiges et des feuilles (

). Chez A. thaliana, SULTR5.1 a été identifié comme étant impliqué dans
I’exportation de molybdate de la vacuole vers le cytosol, et a de ce fait été renommé MOT2
(molybdenum transpoter 2) ( ). Par ailleurs, le transporteur
SULTR5.2 a été identifié comme le premier transporteur de molybdate a haute affinité chez
Clamydomonas reinhardtii ( ) et A. thaliana (

) et a été renommé MOT 1. Cependant, la localisation de MOT1 ainsi que
son implication dans le transport du molybdate restent controversées, ayant
montré sa localisation, en partie dans la membrane plasmique et la membrane des vésicules voir
dans le systeme endomembranaire, alors que Baxter et al. (2008) ont établi sa localisation dans les

mitochondries.

Lors d’une acquisition foliaire du S atmosphérique, les composés gazeux peuvent étre
rapidement dissous dans I'apoplaste des feuilles et intégrés a la voie d’assimilation du sulfate par
des mécanismes encore mal connus ( ). Chez B. oleracea, I'acquisition du H,S est
négligeable en conditions d’alimentation suffisante en sulfate mais elle peut permettre

I’'augmentation de S endogéne dans le cas d’une limitation en sulfate ( ).
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Figure 11.10 Organisation cellulaire du métabolisme soufré chez les Brassicacées et régulation
en réponse a une limitation en sulfate chez A. thaliana. Les ions et les métabolites sont
indiqués en noir, les enzymes et les transporteurs en rouge. Les ronds rouges représentent les
transporteurs permettant le transport de métabolites au travers d’'une membrane. Les lignes
pointillées indiquent des voies de transport putatives. La voie d’assimilation réductrice est
indiquée par des fleches rouges et la voie d’assimilation non réductrice par des fleches bleues.
Les signes + et — indiquent respectivement une régulation positive et négative de I'expression
génique en réponse a une limitation en S. Abréviations métabolites : APS : adenosine 5’-
phosphosulfate, Cys : cystéine, Cyst : cystathionine, Glu : glutamate, GSH : glutathion réduit,
GS-X : glutathion conjugué, y-EC : y-glutamylcystéine, Hcy : homocystéine, Met :
méthionine, OAS : O-acétylsérine, OPH : O-phosphohomosérine, PAPS : 3’-phosphoadénosine
5’-phosphosulfate, R—OH : précurseur hydroxylé, SAH : S-adénosylhomocystéine, SAM : S-
adénosylmethionine, Ser : sérine, Thr : thréonine, X—CysGly : cystéinylglycine conjuguée.
Abréviations enzymes et transporteurs : AH : adénosylhomocystéinase, APK : APS kinase, APR
: APS réductase, ATPS : ATP sulfurylase, CBL : cystathionine B-lyase, CGS : cystathionine y-
synthase, CLT : transporteur de thiol, GGT : y-glutamyltransférase , GSHS : glutathion
synthétase, GST : glutathion S-transférase, y-ECS : y-EC synthétase, MRP : multidrug
resistance-associated protein, MS : méthionine synthase, OAS-TL : OAS thiol-lyase, SAMS :
SAM synthétase, SAT: sérine acétyltransférase, Sir : sulfite réductase, SOT : sulfotransférases,
Sultr : transporteur de sulfate, TS : thréonine synthase (

).
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Lors d’une absorption racinaire du sulfate, et une fois transporté aux cellules foliaires, le
sulfate qui n’est pas stocké au niveau vacuolaire, est directement activé en adénosine
5’-phosphosulfate (APS) par I’ATP sulfurylase (ATPS) dans le cytosol ou acheminé dans les plastes
ou il est également activé en APS par I’ATPS. A partir de I’APS, I'assimilation du sulfate peut

s’effectuer selon deux voies métaboliques :

- La voie d’assimilation non réductrice ( ) : une part minoritaire de I’APS est
phosphorylée en 3’-phosphoadéniosine-5’-phosphosulfate (PAPS) par une APS kinase (APK), a la
fois au niveau cytosolique et plastidial. Une réaction de sulfatation, entre le groupement sulfate du
PAPS et un groupement hydroxyle libre d’'une molécule organique, permet la synthese des
phytosulfokines et de glucosinolates chez les Brassicacées. Selon certains auteurs, en cas de
restriction en sulfate chez A. thaliana, la dégradation des glucosinolates, potentiellement par une
myrosinase putative, pourrait étre une source endogene de S (

). Néanmoins, cette voie d’assimilation non réductrice est mineure chez les
végétaux, le sulfate est majoritairement intégré au métabolisme au niveau foliaire par la voie

d’assimilation réductrice ( ).

- La voie d’assimilation réductrice ( ) : la part majoritaire de I’APS produite au
niveau des plastes est réduite en sulfite (SOs%) par une APS réductase (APR) qui est une enzyme clé
de la voie d’assimilation réductrice ( ). Une limitation en S entraine une
forte induction des niveaux d’expression de certains genes codant I’APR et I’ATPS (

) entrafnant ainsi une augmentation des activités de I’ATPS et de
I’APR ( ). En effet, 'assimilation du sulfate est contrélée par le statut soufré de
la plante : étant réprimée sous condition d’alimentation suffisante en sulfate et stimulée en cas de
limitation ( ). Généralement, il existe une bonne
corrélation entre la régulation des niveaux d’expression des génes codant les enzymes impliquées
dans l'assimilation du sulfate et leurs activités. Toutefois, certaines protéines du métabolisme
soufré sont également contrélées de maniere post-traductionnelle conférant a la plante la capacité
de s’adapter rapidement aux variations de disponibilité en S ( ). C'est le cas du
complexe cystéine synthase comprenant les enzymes sérine transférase (SAT) et O-acétylsérine
thiol-lyase (OAS-TL). Les enzymes de ce complexe interviennent aprés la réduction du SOs> en
sulfide (S%) par une sulfite réductase (SiR). En condition d’alimentation S non limitante, une part du
pool d’OAS-TL est recrutée au sein du complexe cystéine synthase, permettant I'activation de la
SAT qui active ainsi la serine en OAS. Le S* est alors conjugué a I’OAS par I'intervention de I'OAS-TL
libre et active ( ) formant ainsi la cystéine. Lors d’une limitation en S, une

accumulation d’OAS se produit (
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) provoquant la dissociation du complexe rendant ainsi la SAT inactive et I'ensemble des
OAS-TL actives ( ), ce qui entraine également une accumulation de sérine
( ) ( ). La cystéine ainsi formée peut étre incorporée au sein des
protéines, elle est également le précurseur de la méthionine, du glutathion, de vitamines et de
coenzymes ( ). Une limitation en S provoque une
diminution des teneurs de I'ensemble des composés soufrés notamment dans les feuilles, tels que
les teneurs en SO4%, en cystéine, en glutathion alors que la teneur en méthionine est maintenue
( ). La teneur en SAM, précurseur
de la synthése des chlorophylles, diminue également. L'induction de I'expression de genes codant
deux enzymes (SAMS : SAMsynthétase et AH: adénosylhomocystéinase) impliquées dans le
recyclage de la SAM en méthionine pourrait expliquer la diminution de la teneur en SAM et le

maintien de celle en méthionine ( ).

Les microARNs jouent un role clé dans le contrdle du développement de la plante et de la
réponse a une limitation en S. Les microARNs constituent une classe d’ARN non codants de petits
ARN qui régulent de fagon post-transcriptionnelle des mARNSs cibles par clivage et/ou répression de
la traduction ( ). Par exemple, le micro-ARN miR395 qui cible les transcrits de trois
genes codant I'ATPS (Aps1, Aps3 et Aps4) et du gene sultr2.1, est fortement induit par une limitation
en Schez A. thaliana ( ). Ces auteurs ont aussi démontré que ce miR395 serait
impliqué dans I'augmentation de la translocation du sulfate vers les parties aériennes lors d’'une
limitation en S, de fagon a permettre une assimilation plus efficace du sulfate dans les feuilles. Cette
induction de la synthése de miR395 est contrblée par SLIM1 (pour Sulfur LIMitation 1), un facteur
de transcription clé de la voie d’assimilation du S (

). MiR395 et SLIM1 maintiennent un niveau optimal des transcrits de I’ATPS pour permettre
une augmentation du flux par la voie d’assimilation du sulfate dans les plantes limitées en S
( ). Le facteur de transcription SLIM1 régule négativement la synthese des
glucosinolates lors d’une limitation en S, réprimant I'expression de facteurs de transcription
spécifiques de la famille MYB ( ) et favorisant ainsi la voie
d’assimilation réductrice du sulfate. Une étude plus récente a montré que la signalisation redox,
quiintervient lors d’une limitation en S, serait aussi impliquée en amont de SLIM1 dans la régulation

de la synthése de miR395 ( ).
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En condition non limitante en S, la remobilisation du S des feuilles vers les organes en
croissance et les graines est faible chez le colza, mais elle est induite en cas de limitation en S
( ). Une remobilisation efficace
du S endogéne peut suffire pour faire face a une limitation en S transitoire. Cependant, une carence
longue et sévere est susceptible de provoquer des perturbations physiologiques résultant de
régulations complexes entre les métabolismes soufré, carboné et azoté. Les transporteurs du
groupe 4 (SULTR4.1 et SULTRA4.2), localisés dans la membrane vacuolaire, sont responsables de
I’efflux de sulfate de la vacuole ( ). lls sont préférentiellement exprimés dans
les cellules périvasculaires aux niveaux foliaire et racinaire chez A. thaliana. En réponse a une
limitation en S, I'expression des génes (Sultr4.1 et Sultr4.2) codant les transporteurs de sulfate
vacuolaire est augmentée au niveau foliaire chez A. thaliana ( ) et chez B. napus
( ) ( ). L'expression de Sultr4.1 est plus
rapidement augmentée que celle de Sultr4.2 (

) mais le géne Sultr4.2 est induit plus fortement (jusqu’a environ 100 fois) que le géne
Sultr4.1 (induit entre 5 et 15 fois) en cas de limitation en S par rapport a des plantes bien alimentées
en S ( ). Le sulfate vacuolaire préalablement stocké est ainsi remobilisé
permettant une redistribution du sulfate des feuilles matures, des feuilles agées et des racines vers
les organes en croissance (

). Chez B. napus, il a été montré que malgré la remobilisation du sulfate, le
potentiel osmotique foliaire est maintenu constant, au moins durant une premiére phase,
suggérant ainsi qu’une accumulation d’autres composés osmotiquement actifs ou une réduction
de la teneur en eau puisse intervenir pour maintenir le potentiel osmotique a un état stable.
Lorsque la limitation en S est prolongée, il a été observé une diminution du potentiel osmotique
d’environ 10 % ( ). Enfin, Il a été montré que lors d’une limitation en S, la mobilisation
du sulfate requis pour maintenir la croissance se produit jusqu’au moment ou la croissance est
limitée, et que le nitrate s"accumulait dans les feuilles (

).

Ces différents résultats issus de la littérature suggerent donc que le sulfate vacuolaire
puisse contribuer de facon significative au potentiel osmotique, et que sa mobilisation précoce lors
d’une carence en S serait compensée par I'accumulation d’autres composés. L'identification de ces
composés et la compréhension des mécanismes impliqués pourraient constituer une premiere

stratégie pour cibler des indicateurs précoces de la nutrition soufrée.
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Figure 11.12 Représentation schématique de la régulation de I’assimilation du C
et du N en fonction la disponibilité en S et des composés soufrés. Les fleches
rouges représentent la répression des étapes métaboliques, les vertes
représentent I'induction des processus ou I'augmentation de la teneur en
métabolites (fleches dirigées vers les métabolites). AA : acides aminés, Glc :
glucose, OAS : O-acétylsérine (Kopriva et Rennenberg, 2004).
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11.2. Effets d’une limitation en S sur les interactions avec d’autres métabolismes

Le S est connu pour interagir avec la quasi-totalité des macronutriments et des
micronutriments. Une représentation simple de la complexité des interactions entre les
métabolismes S, N et C a été proposée par ( ). Une
limitation en S conduit a une inhibition de I’assimilation du C et du N, mais aussi a I'accumulation
d’acides aminés non soufrés en raison de la disponibilité réduite en cystéine et méthionine pour la

synthése des protéines.

Chez A. thaliana, I'accumulation d’acides aminés non soufrés comme la sérine, la glycine,
la glutamine, I'asparagine ou le tryptophane a été observée en réponse a une limitation en S
( ). Uaccumulation de ces acides aminés, chez B. napus (

) et chez Spinacea oleacera ( ), entraine l'inhibition de I’absorption et de
I’assimilation du nitrate via une diminution des activités nitrate réductase (NR) et glutamine
synthétase (GS) ( ). Il a été suggéré que
I’'accumulation d’acides aminés lors d’une limitation en S résulte plutét de I’hydrolyse des protéines
synthétisées antérieurement que de la synthése de nouveaux acides aminés ( ). Lors

d’une limitation en S, il a aussi été reporté que le nitrate peut s’accumuler dans les feuilles (

) suggérant que I'assimilation du nitrate est plus affectée que son absorption. Il
existe donc une interaction forte entre les besoins de la plantes en N et en S, de maniére a ce que
I'insuffisance de I'un réduit I'absorption et/ou I'assimilation de I'autre ( ). Il a été
montré qu’une forte alimentation en N stimule la croissance de la plante, augmentant ainsi les
besoins en S de la plante et donc I'effet d’une limitation en S lorsqu’il n’est pas disponible dans le
milieu ( ).

Une limitation en S aboutit aussi a une inhibition de la photosynthése induite par la
fermeture stomatique ( ). Lintensité de cette inhibition est principalement
due a la baisse de la teneur en sulfolipides, en chlorophylles, en RuBisCO (Ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygénase) et a la baisse des activités des photosystémes | et Il (PSI et
PSll). Les sulfolipides entre dans la composition des membranes thylakoidiennes et favorisent les
réactions photochimiques de la photosynthése. En cas de limitation en S, la diminution des
sulfolipides limiterait le transfert d’énergie au sein de ces membranes, ce qui réduirait les capacités
photosynthétiques de la plante ( ). Ces auteurs ont également montré que

cette réduction des capacités photosynthétiques pourrait aussi provenir de nombreuses altérations
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des centres Fe-S des protéines du PSI ( ). L'augmentation des teneurs en H,0,
et I'accumulation d’anthocyanes (impliqués dans la protection face au stress oxydatif) dans les

feuilles de plantes limitées en S suggérent qu’une limitation en S entraine un stress oxydatif

( ). La perturbation du statut oxydatif de la plante conduirait alors a la perte
du PSII ( ). Cette perte associée a une diminution des teneurs en
protéines soufrées, particulierement en RuBisCO ( ), pourrait étre la

conséquence d’une inhibition de la synthése des protéines essentielles au bon fonctionnement de
I'appareil photosynthétique. De plus, une limitation en S engendrerait une réorientation du
métabolisme carboné vers la production d’énergie en inhibant la synthése de saccharose et
d’amidon et en stimulant la glycolyse et certaines réactions du cycle de Krebs (

). Cette réorientation métabolique permettrait a la plante de survivre et de

maintenir la production des graines ( ) ( ).

L'ensemble de ces résultats montre qu’en réponse a une limitation en S, les perturbations
des métabolismes N et C interviennent assez tardivement dans la cinétique de réponse du végétal.
Le phénoméne massif de mobilisation du sulfate vacuolaire, permis grace a l'induction des
transporteurs du groupe 4, intervient de fagon plus précoce pour maintenir la croissance du colza.
Ce phénomene semble donc étre a priori une meilleure cible pour la recherche d’indicateurs de la

nutrition soufrée.

Si certaines interactions entre le métabolisme du S et le métabolisme d’autres éléments
tels que P, K, Zinc (Zn), fer (Fe), Molybdéne (Mo), Sélénium (Se) et B ont été précédemment décrites
en terme de réponses physiologiques ou de rendement des cultures, peu ont été appréhendées
dans un contexte de limitation en S ( ). Seules les interactions
du niveau de disponibilité en S avec les métabolismes du Mo et du Se ont été plus particulierement
étudiées. Le Mo est un micronutriment essentiel pour la plante utilisé principalement pour la
biosynthése du cofacteur Moco qui intervient dans le fonctionnement d’enzymes majeures telles
que la nitrate réductase (réduction du nitrate en nitrite), la sulfite oxydase (oxydation du sulfite en
sulfate), la xanthine déshydrogénase (dégradation des purines dans le métabolisme N), la
nitrogénase (fixation de I'azote chez les légumineuses) et I'aldéhyde oxydase (synthese de I'acide
abscissique, auxine et glucosinolates). Il joue ainsi un réle essentiel dans les métabolismes S et N
( ). Une relation antagoniste entre I'absorption du molybdate, du sélénate
et du sulfate a été démontrée chez différentes espéces comme par exemple B. napus, B. juncea et

T. aestivum (
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). Ces auteurs ont montré une accumulation de Mo et de Se lors d’une
alimentation pauvre en S et suggérent que leur accumulation pourrait étre due a une absorption
non spécifique par les transporteurs racinaires de sulfate. En effet, le molybdate, le sélénate et le
sulfate sont des analogues présentant des propriétés chimiques similaires (charge, taille et
structure) ( ) et pourraient donc étre en
concurrence pour les mémes transporteurs (

). Lors d’une expérimentation en plein champ sur le blé, ont montré
que I'accumulation importante de Mo et de Se, dans une plante avec une faible fertilisation S, ne
peut pas étre entieérement expliquée par la seule intervention du transporteur MOT1 (SULTR5.2) et
gu’elle était conjointe avec une augmentation de I'expression des genes codant les transporteurs
de sulfate tels que par exemple Sultr1.1 et Sultr4.1. L'ensemble de ces résultats souligne que lors
d’une faible alimentation en S, une accumulation forte de Mo et de Se serait une conséquence de

la forte induction des transporteurs de sulfate en réponse a une limitation en S.

L’étude de I'accumulation du Mo et du Se peut donc fournir une piste intéressante pour la
recherche d’indicateur précoce lors d’une limitation de la nutrition soufrée. Finalement, une étude
approfondie des interactions entre le S et les autres nutriments permettrait aussi de mieux
appréhender les interactions pouvant exister entre la nutrition soufrée et les autres nutriments afin
de fournir un guide pour une fertilisation équilibrée entre les éléments et ainsi optimiser le

rendement et la qualité des cultures.

I1.3. Effets d’une limitation en S sur le rendement et la qualité des graines

Une limitation en S peut se traduire par une diminution des rendements et de la qualité
des graines de colza. Les impacts d’une limitation en S différent selon le stade de développement
auquel elle se produit et selon le niveau de réserves soufrées préalablement accumulées,
notamment sous forme de sulfate vacuolaire ( ). Ainsi, une limitation tardive
intervenant au stade de développement des graines n’a qu’un trés faible impact sur le rendement
et la qualité des graines, probablement en raison de la compensation assurée par la mobilisation
des réserves de SO4%, alors qu’une limitation qui intervient plus précocement, lors de I'émergence
de l'inflorescence, réduit la teneur en lipides des graines. Lorsque la limitation en S intervient tres
précocement dans le cycle de développement du colza, en début de montaison, il a été observé
une baisse de rendement pouvant aller jusqu’a -45 % ainsi qu’une diminution des teneurs en S, N,

lipides et protéines dans les graines ( ).
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De nombreuses études ont montré I'impact d’une limitation en S sur le rendement en grain
de la culture de colza ( ). Par
exemple, une expérimentation menée en conditions de plein champ en Ecosse, sur trois génotypes
de colza a montré qu’en moyenne, I'absence de fertilisation S réduit le rendement grainier de -48 %
comparativement a la méme culture ayant regu une fertilisation de 32 kg de S par ha (Walker et

Booth, 2003).

Lors d’une absence de fertilisation soufrée, il a été montré une baisse des teneurs et de la
qualité en huile, en protéines et en lipides dans les graines de colza réduisant les qualités
nutritionnelles de I’huile et des tourteaux de colza (

). Une restriction des apports de S permet
toutefois une réduction des teneurs en glucosinolates dans les graines (

), pouvant ainsi limiter I'effet anti-nutritif des glucosinolates et augmenter le
caractére appétant du tourteau de colza pour les animaux ( ). Bien que la
proportion en acides gras dans les graines soit controlée génétiquement, elle peut étre
considérablement altérée par une limitation en S: celle des acides gras indésirables a longues
chaines, comme les acides érucique et éicosénique, peut étre augmentée ( )
alors que celle en acides stéarique, oléique et linoléique est par contre diminuée (

). Une augmentation du ratio N:S des protéines de graines de colza a aussi été observée en
réponse a une absence de fertilisation S, ce qui traduit une réduction de la qualité protéique (
).

Compte tenu des conséquences importantes d’une limitation en S sur le rendement et la
qualité des produits récoltés, il est essentiel de maitriser au mieux la fertilisation soufrée.
L'utilisation d’indicateurs de la nutrition soufrée peut étre un moyen d’accéder a une meilleure

gestion des apports de S aux cultures.

Ill. Les indicateurs de la nutrition soufrée

lll.1. Définitions : diagnostic, indicateurs et Outil d’Aide a la Décision

La fertilisation raisonnée constitue une composante essentielle d'une agriculture
raisonnée, le but étant d’apporter une fertilisation suffisante et efficace pour la nutrition de la
culture selon des objectifs quantitatifs et qualitatifs de production. Il existe différentes méthodes
de raisonnement de la fertilisation visant a ajuster la dose d’engrais au cours de la culture pour

éviter les excés et les carences en fonction des objectifs de récolte et de I'état de la culture.
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Ce raisonnement, souvent associé a I'utilisation d’Outils d’Aide a la Décision, peut ainsi permettre
d’optimiser la dose d’engrais apportée, son fractionnement ou déterminer la localisation optimale

de I'apport.

Pour raisonner les apports sur les cultures, il est nécessaire de préalablement
diagnostiquer I'état de nutrition des plantes, c’est-a-dire de déterminer le statut nutritionnel de la
culture au moment de I'échantillonnage en analysant la composition du sol et/ou des plantes.

suggérent que pour diagnostiquer la déficience en nutriment, I'analyse
d’un critere donné est basée sur I’hypothése que la croissance et le rendement sont réduits lorsque
ce critére est inférieur a une certaine valeur dite critique ou seuil ( ). Le succes
du diagnostic dépend donc du choix déterminant et pertinent de la valeur critique, qui a défaut
peut entrainer des erreurs de diagnostic de I'état de nutrition de la culture. Idéalement, il faudrait
réaliser un pronostic, c’est-a-dire prédire si I'état nutritionnel de la plante a un moment donné est
susceptible d’affecter le rendement a la récolte, en particulier si les exigences de la plante sont
différentes pour la croissance végétative et la production des semences ( ). Mais
comme il n’est pas possible de réaliser un pronostic fiable a 100 %, ont
suggéré que le pronostic ne peut étre exprimé qu’en probabilité de pertes de rendement en se

basant sur le diagnostic du statut soufré au moment de I'échantillonnage.

Le diagnostic de I’état de nutrition soufrée des plantes peut se faire a I'aide d’indicateurs,

qualitatif ou quantitatif, devant présenter différentes qualités techniques :

- La fidélité : I'outil doit fournir les mémes résultats sous des conditions identiques
(répétabilité) et il doit étre utilisable dans des conditions différentes et des temps différents, tout
en donnant des résultats similaires (reproductibilité). A titre d’exemple, un indicateur de la nutrition
soufrée sera considéré comme fidele si le résultat de la mesure n’est pas affecté au cours d’une

méme journée ou par les quelques jours suivants, ni par I'opérateur.

- La robustesse correspond a la capacité de I'outil a ne pas étre affecté par de faibles
fluctuations des facteurs environnementaux. Un indicateur robuste peut étre utilisé sur une large
gamme de conditions du milieu, c’est-a-dire quelles que soit la localisation géographique, les

conditions pédoclimatiques de la parcelle et quelle que soit la variété de la culture.
- La spécificité : I'outil doit uniquement répondre au critére ciblé. Un indicateur de la

nutrition soufrée est spécifique s’il varie uniquement lorsque la nutrition soufrée varie.

- La sensibilité est I'aptitude de I'outil a détecter de faibles variations. Un indicateur de la
nutrition soufrée est sensible s’il reflete les variations, mémes faibles, de la nutrition soufrée et

permet ainsi une détection précoce de la limitation en S.
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Tableau 1.2 Grilles de décision proposées par Arvalis en octobre 2013. Grille de
préconisation d’apport de S (kg.ha de SO;) pour le blé et I'orge d’hiver entre début et fin
tallage. (A) Situations sans apports réguliers et fréquents de matiére organique (moins de
3 apports en 10 ans). (B) Situations avec apports fréquents de matiére organique depuis
au moins 10 ans (au moins 3 apports en 10 ans).

, (www.arvalis-infos.fr).

A Précédent
Sans apports réguliers ———— Mais irrigué avec
d'effluents d'élevage pliviometie1/10 au 1103 ap(;zlrzta dzv;(‘; 3 apport soufre > Autre
60 u SO3
Risques eleves :
sols superficiels filtrants; | ¢, .te oy normale (>250) 40 30 50
argilocalcaire superficiel;
sol sableux; limon
| caillouteux a silex faible (<250) 20 20 30
Ri_sq“es moyens: forte (>400 mm) 30 20 40
argilocalcaire profond;
limon battant froid
hydromorphe normale 20 0 30
faible (<300) 0 0 0
Rigeuisxaiblas forte (>400 mm) 20 0 30
sols profonds sains;
limon argileux profond,
limon franc normale 0 0 20
faible(<300) 0 0 0
Précédent
B Apports réguliers L
d'effluents d'élevage pluviométrie 1/10 au 1/03 apf)c;lrztadivseg s Alitié
Risques eleves :
sols superficiels filtrants; | ¢ o o1 normale (>250) 20 30
argilocalcaire superficiel;
sol sableux; limon -
caillouteux a silex faible (<250) 0 0
Risques moyens : forte (>400 mm) 0 0
argilocalcaire profond,;
limon battant froid
hydromorphe normale 0 0
faible (<300) 0 0
Risques faibles : forte (>400 mm) 0 0
sols profonds sains;
limon argileux profond,
limon franc normale 0 0
faible(<300) 0 0
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- L’ergonomie et la convivialité : I'outil doit étre simple et rapide a utiliser et a comprendre.
Les parametres d’entrées ne doivent pas étre trop fastidieux a renseigner et les résultats de sorties

doivent étre facilement interprétables par 'utilisateur.

Les indicateurs et les préconisations qui en résultent, peuvent étre regroupés sous forme
d’un Outil d’Aide a la Décision (OAD). En nutrition des plantes, un OAD permet d’effectuer le
pilotage de la fertilisation par les doses et les modalités d’apports d’engrais que propose l'interface.
Les outils de diagnostic de I’état de nutrition soufrée des plantes doivent donc permettre de mettre
en évidence précocement des problémes de nutrition S pour conduire a une utilisation appropriée
des engrais soufrés afin de limiter, au maximum, I'impact d’une limitation en S (méme ponctuelle)

sur le rendement de la culture.

ll.2. Les indicateurs de la nutrition soufrée déja proposés

De nombreuses études ont cherché a développer des indicateurs de la nutrition soufrée qui
permettraient d’ajuster les doses de fertilisants soufrés aux besoins réels de la culture. Différentes
techniques d’approches pour mettre en place un indicateur de la nutrition soufrée ont été
envisagées, comme |’utilisation de grilles d’aide a la fertilisation, la modélisation, I'analyse de sols,
I’'analyse de plantes par méthodes optiques ou biochimiques. Idéalement, toutes ces méthodes
devraient étre utilisées conjointement pour obtenir une idée globale de la situation de la culture

mais pour des raisons pratiques évidentes, souvent une seule de ces méthodes est utilisée (

).

Arvalis propose une grille de décision utilisable pour les cultures de céréales (blé et orge).
Cet outil permet de déterminer si un apport de S est nécessaire et le cas échéant, permet de
moduler cet apport entre 20 et 50 Kg SOs.ha™. Les régles de décision sont basées sur quatre
critéres : le type de sol, la pluviométrie hivernale, le passé de fertilisation organique et I'apport de
soufre sur la culture précédente ( ). Le risque de carence en S est tout d’abord lié a la
nature du sol définissant trois niveaux de risque : élevé, modéré ou faible, qui sont déterminés
selon le stock de soufre organique du sol, les facteurs de minéralisation et les risques de lessivage.
Puis I’évaluation du risque de carence est confronté a la pluviométrie hivernale, plus les pluies sont
fortes en hiver plus le risque de lessivage du sulfate est important. Les apports organiques

interviennent également dans I'évaluation du risque de carence en S, des apports organiques
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Tableau 1.3 Grille d’évaluation permettant d’apprécier les risques de carences en soufre de
, (www.comifer.asso.fr).

différentes cultures et de décider d’'un apport d’engrais soufré.

Parameétres

Evaluation (nombre de points)

Points obtenus

Situation proche d’une zone industrielle, d’'une agglomération

Type de sol

Taux d’humus

Profondeur de I'enracinement

Incidence de la structure

(sol compacté, limon battant, semelle de labour)

Teneur en N min en début de végétation
par rapport a la moyenne observée sur plusieurs années

Conditions climatiques

non (2)

sableux (1)

<2%(2)

faible (2)

existant (1)

en-dessous de la
moyenne (2)

oui (4)

limoneux (3)

2-4%(3)

importante (4)

partiellement
existant (3)

dans la
moyenne (3)

argileux (5)

>4 % (4)

inexistant (5)

au-dessous de la
moyenne (4)

Précipitations octobre-mars par rapport a la moyenne observée

sur plusieurs années

Hiver froid

Pratiques culturales

au-dessous de la
moyenne (1)

non (1)

dans la
moyenne (3)

oui (4)

en-dessous de la
moyenne (5)

Cultures exigeantes en soufre
(colza, chou, légumineuses)

Culture actuellement implantée

tous les 3 ans (2)

colza, chou,
légumineuse (1)

tous les 4 ans (3)

autre culture (3)

tous les 5 ans (4)

Carence en souffre déja constatée oui (1) non ou on ne sait pas (3)

Niveau de rendement (gx/ha)

Colza élevé : >35 moyen : 25-35 faible : <25

Céréales élevé : >70 moyen : 50-70 faible : <25
(2) (3) (4)

Culture dérobée engrais vert non (2) oui (4)

Fertilisation

Engrais organique d’origine animale : UGB/ha 0a1(2) 1a2(3) >2 (4)

Emploi au cours des 3 derniéres années d’engrais minéraux

a teneur notable en souffre non (2) oui (4)

Evaluation

25-32 points : risque élevé de carence en souffre, fertilisation soufrée indispensable

33-38 points : surveillance rigoureuse des cultures, fertilisation soufrée recommandée

39-61 points : pas de carence en souffre a craindre

Somme des points
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fréquents diminuant le risque. L’apport important de S sur une culture précédente augmente la
quantité de soufre minéral résiduel en sortie d’hiver, et diminue ainsi le risque de carence en S.
Dans cette grille de décision, seuls deux types de précédents culturaux sont pris en compte, le colza
avec apport de soufre et le mais irrigué avec un apport supplémentaire de soufre par les eaux
d’irrigation contenant du sulfate. Cet outil a été établi a partir de 350 essais sur blé avec des
modalités d’apport de soufre allant de 0 & 60 kg de SOs.ha* sous différentes formes et a différents
stades de la culture. Cette grille de décisions apporte des éléments qui pourraient étre pris en
compte pour la culture de colza mais les doses recommandées n’ont pas été adaptées pour cette

derniere.

Une grille d’évaluation des risques de carence en S, mise en place par le service
agronomique de BASF, a été proposée par le COMIFER (Comité d’Etude et de Développement de la
Fertilisation Raisonnée) en 1995 pour décider de I'opportunité d’appliquer une fertilisation soufrée
sur différentes cultures ( ). Il s’agit d’'un systéme basé sur I'attribution de notes selon
différents parametres : les caractéristiques du site de culture (localisation, types de sol), le climat
(précipitations hivernales et type d’hiver), les pratiques culturales (rotation des cultures, niveaux
de rendement), de la culture en place et des pratiques de fertilisation passées. La somme des points

de tous les parametres évalués permet d’évaluer le risque de carence en S pour la culture en place.

Il n’existe a ce jour que peu de démarches de modélisation visant a estimer et prédire le

statut S des cultures.

Le premier modeéle de prédiction des besoins en fertilisation soufrée a été développé par

sur les paturages en Nouvelle-Zélande. Il s’agit d’'un modeéle mécaniste

basé sur les quantités de S requises pour équilibrer les pertes de S et pour maintenir un statut

soufré stable. Ce modeéle est un outil qui fournit des estimations correctes de besoins en engrais S

afin de maintenir le statut soufré de la culture mais il ne peut pas déterminer les besoins en S en
fonction des changements du statut soufré du sol ( ). Par la suite,

ont pris en considération ce dernier point en développant un modele entre le S

du sulfate du sol et le pool de S organique facilement disponibles pour la plante dans les sols en

Nouvelle-Zélande.

Au Royaume-Uni, ont proposé un modele qualitatif pour prédire
les risques de déficience en S chez les céréales a une échelle large, celle des lles Britanniques. Ce

modele prend en compte les dépots de S atmosphérique, la minéralisation potentielle du S
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Figure 11.14 Cartographie des zones a risques de
déficience en S chez les céréales au Royaume-Uni
selon une échelle de risque : élevé, moyen ou faible,
générée par modélisation des données de dépots
atmosphériques de S en 1992 (McGrath et Zhao,
1995).
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organique (en prenant en compte la teneur du sol en matiere organique) et les facteurs influengant
les potentielles pertes de sulfate par lessivage comme le type de sol, la texture du sol, le pH et les
précipitations annuelles. Les auteurs considérent que ce modele tient compte des facteurs
principaux impactant la disponibilité en S, mais précisent que certains paramétres n’ont pas été
intégrés au modele comme les réserves en S du sous-sol, les reliquats des cultures et I'utilisation
de fumure animale. Ce modele a permis la cartographie du Royaume-Uni selon une échelle de
risque de carence en S : élevé, moyen ou faible ( ). Cette approche permet d’identifier
les zones ou les déficiences en S sont susceptibles de se produire a une échelle large, mais elle n’est

pas adaptée a I'échelle parcellaire ( ).

De nombreuses méthodes d’analyses de sol ont été proposées pour prédire la carence en
S et ainsi gérer au mieux la fertilisation soufrée (pour revue ). Estimer la
qguantité de S du sol disponible pour les plantes nécessite de prendre en considération les
différentes formes de S du sol potentiellement disponibles pour la plante c’est-a-dire le SO4*
soluble, le SO4% adsorbé et la fraction du S organique pouvant étre minéralisée pendant la période

de croissance de la plante ( ).

De nombreuses méthodes d’extraction chimique ont été testées pour déterminer les
fractions de S inorganiques du sol, I'extraction du sol étant réalisée avec de I'eau ou des solutions
d’extraction saline contenant du CaCl,, du NacCl, du LiCl, du Ca(H2P0O4),, du CaCO3, du NaH2PO4, du
KH,PQg, du NH4F, du NaOH ou du NaHCOs. En général, les solutions salines d’extraction, préférées
a I'eau pure, présentent également quelques limitations telles que des risques de précipitation du
sulfate comme par exemple lors d’une extraction au CaCl,. D’autres méthodes existent pour
déterminer le S du sol disponible pour la plante comme les membranes ou résines échangeuses
d’anions qui sont des outils plus simples et efficaces pour extraire le SO4* du sol et évaluer sa
disponibilité pour la plante ( ).

La fraction de S organique du sol peut étre une source importante de S pour la plante.
Quelques méthodes chimiques comme |’extraction au NaHCO3 et CaCO; permettent d’extraire une
partie du S organique du sol. Déterminer la fraction du S organique du sol potentiellement
minéralisable implique I'incubation des échantillons de sol dans des conditions aérobies et le calcul
de la quantité de S libéré pendant un certain temps. Cependant, la quantité de S minéralisé dépend

de la présence ou de I'absence de plante et de la technique d’incubation utilisée (
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Figure 11.15 (A) Plante de colza présentant des symptémes de
carence en soufre au stade végétatif. HGCA Knowledge Centre
(www.hgca.com) (B) Jeunes feuilles de colza complétement

développées présentant des symptomes de chlorose et de
déformation induits par une carence en S sévere au stade
début d’élongation de la tige (Haneklaus et al., 2008).
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). Actuellement, aucune procédure simple, rapide et satisfaisante n’est proposée pour estimer

la fraction disponible du S organique du sol des cultures au champ.

Terres Inovia et Arvalis propose une regle de décision qui repose sur la teneur en S du sol
extrait par la méthode Scott ( ). Cette méthode par extraction chimique au
K,HPO4 est décrite comme étant capable de mesurer la quantité de S minéral sous forme de SO,*
disponible au moment de I'échantillonnage et la quantité probable de S issue de la minéralisation
de printemps ( ). Selon cette méthode, un sol est considéré comme pauvre en S pour
la culture de colza si la teneur en S est inférieure & 18 mg S kg de sol sec a la sortie de I’hiver, un
apport d’engrais soufrés permettra alors d’augmenter le rendement dans de nombreuses
situations. A I'inverse, si la teneur en S est supérieure 3 18 mg S kg de sol sec, un apport d’engrais
n’aura aucun effet sur le rendement. Cependant, cette méthode ne prédit qu’imparfaitement la
minéralisation dans différents types de sols d’ou les absences de réponse a la fertilisation observées

dans certaines situations.

Cependant, les analyses de sol ne fournissent pas de résultats satisfaisants pour estimer la
guantité de S effectivement disponible pour la culture, en raison notamment de la forte variabilité
des concentrations en SO4* du sol dans I'espace et dans le temps qui résulte des variations de
I'activité microbienne du sol (minéralisation et immobilisation), du lessivage, du ruissellement de
surface, des dép6ts atmosphériques, des exsudats racinaires, de la sénescence racinaire et foliaire
et de I'absorption de la culture ( ). Les résultats d’analyses d’un
échantillon de sol sont donc essentiellement valables pour le moment et le lieu précis de
I’échantillonnage, ils ne permettent pas de prédire la disponibilité du S de fagon fiable sur
I’ensemble du cycle de développement de la culture ( ). De plus, certains
auteurs considérent qu’il n’existe pas de relation claire entre la quantité de S du sol disponible au
moment de |'échantillonnage et le rendement final de la culture ( ). En raison
de la forte variabilité des quantités de soufre extraites du sol et des faibles coefficients de
corrélation entre les teneurs en SO4* du sol et les paramétres de la plante comme les teneurs,
I’'absorption du S et le rendement, les analyses de sols sont donc peu ou pas utilisées pour gérer la

fertilisation S ( ).
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Figure I11.16 Enrichissement des
feuilles en anthocyanes chez le
colza lors d’une carence en S
(Schnug et Haneklaus, 1998).

Figure 11.17 (A) Floraison blanche du colza et (B) changements morphologiques des pétales lors
d’une carence sévere en S comparé a des plantes bien alimentées en soufre (Haneklaus et al,,

2008).

Figure 11.18 Déformation des siliques avec
réduction du nombre de graines par siliques
et enrichissement en anthocyanes chez le
colza en cours de maturation lors d’une
carence sévere en S (Haneklaus et al., 2008).
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Le diagnostic de la nutrition soufrée peut aussi se faire a I'échelle de la plante, soit par des

analyses macroscopiques, soit par des analyses biochimiques.

Le colza peut commencer a développer des symptomes de carence en S a des stades de
croissance tres précoces, des les premiers stades de croissance des feuilles (

). Généralement, les symptomes visibles de carence en S apparaissent en premier lieu sur les
organes les plus jeunes de la plante, plus précisément sur les jeunes feuilles en croissance, bien que
ces symptomes puissent couvrir I'ensemble de la plante lorsque celle-ci est a un stade précoce
( ). Les plantes de colza souffrant de carence sévére en S présentent une
marbrure caractéristique sur les feuilles. La chlorose commence a se développer a partir du bord
de la feuille et se propage sur le limbe en laissant des zones vertes le long des nervures (

) ( ). Lorsqu’une limitation sévére en S dure dans le temps, les feuilles de colza
prennent une couleur pourpre-rougeatre, caractéristique de leur enrichissement en anthocyanes
( ). Cette chlorose tout comme I'accumulation d’anthocyanes bien qu’intervenant
systématiquement lors des carences en S, ne sont cependant pas caractéristiques de ce type de
carence, puisque beaucoup de carences en d’autres éléments conduisent également a ces
symptomes ( ). Un diagnostic visuel de la carence en S en condition de

production nécessite donc, en plus d’une expertise adéquate, d’étre associé a des analyses de sols

et/ou de plantes ( ). Par ailleurs, une alimentation en N élevée favorise I'expression
des symptomes de la carence en S et inversement ( ) mais les raisons de ce
phénomeéne ne sont pas encore identifiées selon . Durant la floraison, les

plantes de colza carencées en S présentent des pétales plus petits, de forme ovale et de couleur
blanche comparé aux plantes non carencées en S ou les pétales sont plus grands, plus arrondis et
présentant la couleur jaune caractéristique de la floraison du colza ( ). Ce symptéme de
floraison blanche est tres difficilement identifiable a I’ceil nu en conditions de plein champ. Le
nombre de siliques et de graines par silique est significativement réduit chez les plantes séverement
carencées en S ( ). Comme les feuilles, les siliques de plantes carencées
en S peuvent également présenter une couleur pourpre-rougeatre

( ). Globalement, ces symptémes macroscopiques interviennent lors de carence en S

sévere et restent trop tardifs pour étre utilisés comme indicateurs. Ces symptémes visuels étant la
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Fichier Fluorimétre Mesures Bulletins

Figure 11.19 Outil de la société SADEF-LACO permettant de mesurer la fluorimétrie est
constitué (A) de clips a placer sur les feuilles, opercule fermé pour les placer a I'obscurité,
(B) du fluorimeétre qui permet de réaliser les mesures en le connectant au clip et en
ouvrant l'opercule et (C) d’'un pocket PC qui interpréte et établit le diagnostic. SADEF,
(www.fluorimétrie.com).

Figure 11.20 (A) Outil N-pilot de la société grande Paroisse AZF est un réflectomeétre
portable, qui combine la technologie de mesure de réflectance a un smartphone. (B)
Outil N-pilot en conditions d’utilisation, pendant que la personne se déplace dans la
parcelle, il analyse en continu le rayonnement de la parcelle. Borealis LAT,
(www.borealis-lat.com/fr/fr/conseils/n-pilot-r.html).
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conséquence des perturbations métaboliques induites par la carence en S, il peut étre suggéré que
ces dysfonctionnements métaboliques puissent constituer des indicateurs plus précoces de la

carence en S.

La fluorimétrie est un outil proposé par la société SADEF-LACO (pole d’Aspach) qui permet
de controler I'état nutritionnel des plantes de 8 éléments : calcium (Ca), Fe, K, Mn, magnésium
(Mg), B, N et depuis 2007 le S. Cet outil présente I'avantage d’étre utilisable directement en
conditions de plein champ et d’offrir un diagnostic en 30 minutes. Le principe du diagnostic par
fluorimétrie repose sur I'émission de fluorescence au niveau des feuilles. Le fluorimetre permet de
déterminer le rendement quantique, correspondant au rendement photosynthétique qui traduit
I'efficacité du PSIl a utiliser la lumiére pour la conversion photochimique. Le diagnostic est alors
obtenu par comparaison a une banque de données de référence acquise sur des plantes mono
carencées produites en serre ( ). Les déficiences peuvent ainsi étre détectées avant
I'apparition des symptomes visuels mais I'outil ne renseigne pas sur les doses d’engrais a apporter.
La fluorimétrie est utilisée depuis 2004 par une coopérative agricole du sud de la France pour
optimiser la fertilisation en viticulture afin de limiter les carences en N, Mg, Mn, K ou Fe. Elle a
également été testée sur blé pour la détermination du niveau de nutrition azotée. Cet outil a été
testé en conditions contrdlées sur la déficience en S chez le colza en comparaison a une déficience
en S chez le mais ( ). Les résultats de ces essais ont montré que la détection de la
déficience en S est possible par fluorescence chlorophyllienne. En effet, la limitation en S fait chuter
la fluorescence, indiguant une baisse du rendement quantique, avant I'apparition des symptomes
visuels. Cependant, aucune conclusion formelle ne peut étre établie de ces essais sur colza puisque
les différences de fluorescence entre plantes témoins et déficientes en S ne sont significatives que
sur deux dates de test. Aucune utilisation de cet outil sur des limitations en S chez le colza en

conditions de plein champ n’a été reportée a ce jour.

Le GPN® soufre est diffusé depuis 2007 par la société Grande Paroisse AZF, filiale du groupe
Borealis Lat. La méthode est analogue a celle du GPN azote aussi appelé GPN-Pilot® ou N-Pilot®,
elle est basée sur un systeme de mesure optique par réflectométrie ( ). La réflectance
est la partie du rayonnement lumineux réfléchi par le végétal. L'indice de réflectance estimé par
I’'appareil permet de mesurer les teneurs en chlorophylles et la quantité de biomasse de la parcelle.
Cet outil est un réflectometre portable, relié a une application via un smartphone, utilisable au
champ qui permet d’obtenir un conseil immédiat (en 15 minutes) concernant la dose d’engrais a

apporter pour couvrir les besoins de la culture. L'appareil présente I'avantage d’effectuer une
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mesure rapide mais il est moins fiable pour des cultures dont le couvert est hétérogene. Il s’appuie
sur une comparaison entre une zone sur-fertilisée et le reste de la parcelle, et sur le fait que des
plantes ayant des niveaux de nutrition différents présentent des indices de réflectances distincts.
Cependant, il semble qu’avec de tels outils, il reste difficile de déterminer quel élément nutritif est
déficient ( ). Les cultures référencées pour I'utilisation de cet appareil sont
le blé tendre, de force et dur ainsi que I'orge d’hiver et de printemps, I'utilisation sur le colza étant

actuellement en cours de développement.

Dans la littérature, I'analyse des tissus des plantes est usuellement préférée aux techniques
de diagnostic précédemment présentées. Les analyses de tissus des végétaux semblent étre un
meilleur moyen d’identifier les limitations en S et d’évaluer la fertilité des sols et la gestion des
cultures. En effet, le statut soufré des tissus parait étre plus étroitement lié a la quantité de S
réellement disponible pour la culture au moment de I'échantillonnage ( ). Le
soufre se présente sous différentes formes chimiques dans la plante ( ) et
guasiment la totalité d’entre elles a été étudiée comme indicateur du statut soufré de la plante
mais il n’existe pas de consensus général quant a la meilleure approche. Ces parametres peuvent
étre divisés en deux groupes : les valeurs absolues et les paramétres composites se présentant sous

forme de ratio.

Les teneurs en nutriments varient a la fois en fonction de I’offre mais aussi selon I'organe
et I'age de la plante. Ainsi, la prise en compte du type d’organe mais aussi de I'age de I'organe et
de la plante sont d’une importance cruciale pour éviter les erreurs d’interprétation (

). En effet, ces deux
parameétres doivent étre en accord avec la référence a partir de laquelle les valeurs critiques (seuils)

ont été déterminées pour I’évaluation du statut soufré.

Le type d’organe et le stade a choisir lors du prélevement ont été discutés dans la
littérature. Chez les dicotylédones, I'échantillonnage a partir de jeunes feuilles completement
développées et présentant une forte activité photosynthétique semblent étre le meilleur choix car :
i) elles présentent les teneurs les plus élevées en S (par rapport a tous les organes de la plante), ii)
elles sont les puits les plus importants pour le S, iii) leur teneur en S varie rapidement en fonction
des modifications de I'état de nutrition ( ) et enfin iv) elles sont disponibles durant

toute la période de la croissance végétative ( ). Chez le colza, il a été
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montré qu’au cours du développement de la plante, il y avait moins de variation des teneurs en
composés dans les feuilles jeunes que dans les feuilles matures. Dans cette étude, les feuilles jeunes
sont définies comme étant les feuilles completement développées les plus jeunes et les feuilles
matures comme les feuilles vertes positionnées le plus bas sur la tige ( ). Les
graines semblent étre moins appropriées pour le diagnostic car les concentrations en S des graines
seraient principalement déterminées par des facteurs génétiques (

).

Concernant la période de I'échantillonnage, un prélévement précoce lors du stade
végétatif de la culture permet de pouvoir intervenir pour corriger la fertilisation soufrée.
Cependant, pour le colza, il est préférable que ce prélevement ne soit pas effectué trop tot dans la
saison car les plantes sont petites et ont des besoins en S moins importants que lors de la reprise
de croissance ( ). En outre, un échantillonnage trop tardif qui consisterait par
exemple a prélever les graines, ne semble pas pertinent en vue d’acquérir des informations sur la
culture en cours et de corriger la fertilisation mais pourrait étre utilisé pour mieux gérer la
fertilisation de la culture suivante ( ). Le timing idéal de
prélevement semble donc étre juste au moment ou les plantes commencent a croitre rapidement,
lors de I'extension de la tige et avant la date de la premiere fertilisation afin de pouvoir ajuster

I’apport en fonction du résultat du test.

Les teneurs en SO4% ou en S total ont été proposées par ,

et comme des indices pertinents pour évaluer le statut S de la plante.
Ces deux indices présentent un changement net de valeurs entre les plantes déficientes et bien
alimentées en S. lls présentent aussi I'avantage de ne nécessiter qu’une seule mesure analytique.
Selon plusieurs auteurs, les teneurs en SO4% seraient plus sensibles que celles en S total et seraient
de ce fait, plus 8 méme d’étre utilisées comme indicateur de la nutrition S. En effet, le SO4* est la
forme majeure de transport et de stockage dans la plante. a proposé des valeurs
critiques de S total pour la culture de colza comprise entre 0,20 et 0,25 % de matiere seche pour
diagnostiquer une déficience en S avant ou a la floraison et lorsque I'approvisionnement en S du
sol est stable. Les valeurs critiques des teneurs en SO4> sont comprises entre de 0,02 a 0,04 % de
matiére séche. Les arguments principaux réfutant |'utilisation des teneurs en SO4* ou S total comme
indicateur du statut de nutrition soufrée de la plante reposent sur I'existence de variations de ces
teneurs au cours du stade de développement sans cohérence chronologique apparente (

) et sur le fait que beaucoup d’autres facteurs puissent influencer leurs valeurs
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Figure 11.21 (A) Protocole d’utilisation du test Nutricheck (JFA : jeunes feuilles adultes)
(Infos Ctifl 179). (B) Réflectometre Nutricheck avec bandelette réactive utilisé pour I'étape
de lecture de la concentration en SO,% dans le jus de la plante. Arvalis, (www.arvalis-
infos.fr).
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comme l'activité physiologique et I'apport d’autres éléments minéraux (
). Quand le SO4% et le S total sont utilisés comme indicateurs, il reste néanmoins
important de connaitre le stade de développement et I'organe de la plante utilisé pour la mesure

des teneurs afin d’utiliser les valeurs critiques appropriées ( ).

Le Nutricheck a été développé par la société challenge Agriculture en 2000. Cet outil est un
réflectomeétre de terrain qui permet de doser divers éléments (NOs,, NH4*, PO,*>, SO4%, K*, Ca?*, Mg?*
et CI') dans les jus de plante par lecture d’une bandelette réactive ( ). Pour gérer un
apport éventuel de fertilisation soufrée, cette méthode repose sur la concentration en SO,% dans
le jus de base de tige des céréales au stade deux nceuds. Le risque de déficience en S est défini pour
un seuil compris entre 100 et 150 mg SO4%.L%, en dessous duquel une intervention de correction
de la fertilisation est a envisager au stade deux nceuds. Arvalis a mené des expérimentations tests
de I'outil Nuticheck sur céréales et les résultats ont montré une discrimination satisfaisante des
situations de déficiences en S méme si les seuils semblent devoir étre adaptés. L'utilisation de cet
outil est donc utile pour aider a diagnostiquer les déficiences en S des cultures de céréales mais
actuellement les références (stade de prélevement, seuil) ne sont pas encore validées pour les

cultures de colza.

L'utilisation de composés, issus directement du métabolisme du S tels que le glutathion ou
affectés par celui-ci comme les amides, a été testée comme indicateur de la déficience en S (

). Ces molécules ont montré
une réponse précoce a la privation en S. Ainsi, les teneurs en glutathion présentent une diminution
rapide ( ) alors que celles de
I’asparagine et la glutamine augmentent ( ). Cependant, en conditions de plein
champ, il a été montré que le glutathion n’est pas un indicateur adapté pour diagnostiquer des
déficiences en S puisque les teneurs sont peu variables (1,5 a 2 fois) entre les plantes déficientes
ou suffisantes en S. De plus, les teneurs en glutathion diminuent au cours du développement de la
plante et ce, indépendamment des traitements en S. Ainsi, des plantes correctement alimentées
en S (donc avec une croissance plus forte que des plantes déficientes en S) et des plantes déficientes
en S peuvent avoir des teneurs en glutathion trés proches. ( ). Enfin, I'analyse
des teneurs de ces composés pour détecter une déficience en S apparaissent peu spécifiques car

elles peuvent étre impactées par d’autres facteurs tels qu’un stress salin, hydrique ou thermique
( )-

D’apres un test basé sur |'expression des génes pourrait fournir un
bon moyen de diagnostiquer rapidement une limitation en S de la plante. Les auteurs ont donc

menés une étude des génes candidats qui répondent a une limitation en S chez le blé. Ils ont montré
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que l'expression du gene sdil était particulierement induite dans les feuilles et les racines en
réponse a une limitation en S et de fagon spécifique puisque que ce géne n’est pas induit lors de
limitation en P, K ou Mg. De plus, I'expression de ce géne présentant une réponse trés précoce a la
limitation en S, proposent son utilisation comme indicateur du statut
nutritionnel en S chez le blé. La fonction du gene sdil reste inconnue mais I'étude du mutant
Knockout d’A. thaliana a montré que ce géne serait impliqué dans un réle fonctionnel lié a
I'utilisation du sulfate vacuolaire lors d’une limitation en S ( ). Cependant, il est
clair qu’il n’est pas possible de quantifier facilement ce type d’indicateur moléculaire en condition

de plein champ ni d’en dériver des préconisations de fertilisation S.

Il a été montré que les ratios de composés minéraux ou organiques peuvent prédire de
facon plus fiable le statut soufré de la plante que I'utilisation des valeurs absolues de ces composés.
En effet, différentes études ont suggéré que les ratios entre composés présentent moins de
variation en fonction du stade de développement et du taux de croissance des plantes que les
valeurs individuelles de teneurs en certains composés (

).

Le ratio N:S, basé sur les interactions entre les métabolismes N et S, est fréquemment
utilisé comme indicateur de la carence en S. En 1977, ont proposé le ratio N:S
comme indicateur de la carence en S chez le blé au stade végétatif. Relativement aux valeurs
absolues comme par exemple les teneurs en S total, le ratio N:S diminue de facon moins importante
au cours du développement de la plante et est moins affecté par la fertilisation N (

). L'utilisation du ratio N:S comme indicateur de la nutrition soufrée
nécessite un échantillonnage a un stade de développement précis ( ) mais
également sur un type d’organe précis car le N et le S ne suivent pas les mémes dynamiques au
cours du développement ( ). Diverses études ont proposé une valeur critique
du ratio N:S au stade végétatif pour diagnostiquer les carences en S des cultures de colza au champ :

ont proposé une valeur critique de 6 au stade rosette, ont
suggéré une valeur critique moyenne de 10, et
ont, quant a eux, proposé une valeur moyenne du ratio N:S de 9 tout en précisant que le ratio N:S
critique diminue pendant la période de croissance (allant de 10 au début de I'élongation de la tige
a 7,2 juste avant I'émergence de l'inflorescence). La valeur seuil pour diagnostiquer la déficience
varie selon les cultures, par exemple pour la culture de blé, elle est comprise entre 15 et 19 (
). Le ratio N:S nécessite deux déterminations analytiques. De plus, ce ratio doit étre

interprété avec prudence car un fort ratio N:S, traduisant une déficience en S, peut-étre di a un
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excés de N sans modifications des teneurs en S et inversement. Par ailleurs, il est possible de
mesurer un faible ratio N:S, suggérant une bonne alimentation S, alors que le N et le S sont tous les
deux déficients. Afin d’améliorer la sensibilité de cet indicateur de la carence en S, il a été suggéré
d’utiliser le ratio N:S conjointement a la valeur seuil du S total (

). Le ratio N:S des graines est beaucoup utilisé par les agronomes et I'industrie agricole qui
le considerent actuellement comme I’outil de diagnostic de la carence en S le plus précis. Toutefois,
il est clair qu’il ne s’agit pas d’'un outil de diagnostic prédictif, puisqu’il permet uniquement
d’obtenir des indications en fin de culture dans le but de mieux gérer la fertilisation de la culture

suivante ( ).

Le ratio SO,%:Stotal a été proposé par et

comme un guide utile pour gérer la fertilisation soufrée et maintenir un rendement optimal
en grains des cultures de blé. D’aprés ces auteurs, le ratio SO4*:Stotal semble fortement lié au
rendement en grain et I'dge de la plante n’a que peu d’effet sur les valeurs critiques en condition
de plein champ. Cet indice est présumé stable parce que les teneurs en S total et SO,% sont affectées
de fagon similaire par I'age de la plante et I'alimentation azotée. Cependant,
critiquent le ratio SO42:Stotal en se basant sur le fait que le changement des teneurs en S total est
en partie d( a celle du SO4> et donc que le numérateur et le dénominateur du ratio ne sont pas
indépendants, ce qui biaise le résultat et réduit la sensibilité de I'indicateur. Des donnés plus
récentes obtenues sur un grand nombre de parcelles de colza montrent qu’il existe une forte
corrélation entre les teneurs en S total et en SO4* dans les feuilles, les tiges et les graines du colza
( ), ce qui permet également de montrer que cet indicateur perd de sa valeur en
utilisant deux parametres étroitement corrélés. Par ailleurs, la détermination de ce ratio nécessite
I'utilisation de deux méthodes analytiques différentes sans bénéfice particulier (

). Sur le méme principe, ont proposé le ratio HI-S:total S,
dans le quel HI-S correspond au soufre réductible dans I'acide iodhydrique (HI) c’est-a-dire aux
composés soufrés non directement liés au carbone (comme les sulfates d’esters et les sulfamates)
et facilement hydrolysable en sulfate. Ainsi, le HI-S est considéré comme une estimation du sulfate
( ). affirment que la détermination de ce ratio au stade
rosette, était I'indice le plus précis et cohérent pour prédire le rendement en grain des cultures de
colza, en précisant que le valeur critique de ce ratio devait étre supérieure ou égale a 0,38 pour
prévenir une diminution de rendement due a une fertilisation S insuffisante. Cependant, les mémes

critiques que pour le ratio SO4%:Stotal ont été reportées ( ).

35



No effect on

Yield Yield loss
Transient Prolonged
. Ratio above . ; Apply S
Oilseed rape { <
GSL10 Ls WS denicient W IO
- Sulphur - Malate:Sulphate
Wheat deficient? ratio test
GS 22-27

Ratio below e .
15 - Not S deficient - Re-test

GS 3.3-35

No action S supply is — . Ratio below
- 2 _ Not ¢ i .
needed sufficient S 15 Oilseed rape

Wheat
GS 31-32

Apply S s ) '
ferliliser- S deficient - Ratl(; :bo\ e

No effect on 2
Vi Transient Prolonged - Yield loss
Yield g

Figure 11.22 Schéma d’interprétation des résultats du test malate:sulfate
permettant de décider ou non d’un apport d’engrais S sur culture de blé ou de
colza ( ).
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Le test malate:sulfate foliaire a été développé par I'Institute of Arable Crop Research (IACR)
de Rothamsted (Royaume-Uni) et est proposé en routine depuis 2002, pour le colza et les céréales,
par le laboratoire anglais Hill Court Farm Research pour un colt d’analyse d’environ 20€. La
proposition d’un tel ratio est basée sur une des fonctions physiologiques du malate qui est de contre
balancer I'absorption d’anions et de cations dans les cellules végétales dans le but de maintenir
I’équilibre de charge et le pH cytoplasmique. Il repose donc sur la relation inverse entre les teneurs
en malate et en sulfate dans les feuilles : lors d’une limitation en S, les teneurs en sulfate diminuent
dans les feuilles et vont étre compensées par une augmentation des teneurs de malate et
inversement ( ). Ce ratio ne nécessite qu’un seul type d’analyse par
chromatographie ionique et il est déterminé a partir de I'aire des pics du chromatogramme, ce qui
évite les problémes de calibration qui peuvent exister entre les différents appareils. C'est le seul
indicateur plante qui permet un diagnostic indépendamment du type de sol et de I'espéce tout en
étant assez précoce pour pouvoir corriger la fertilisation si nécessaire. Méme si le ratio
malate:sulfate est considéré comme relativement indépendant de la fertilisation N, les auteurs
( ) admettent néanmoins qu’une fertilisation N importante accroit pourtant
les effets d’une limitation en S. Ce test présente |'avantage d’étre stable tout au long du
développement de la plante et la méme valeur seuil peut donc étre utilisée tout au long de la
culture. Les auteurs ont ainsi déterminé la valeur critique du ratio malate:sulfate a 1,5 et proposent
un diagramme d’interprétation des résultats du test ( ). Un ratio malate:sulfate>1,5
indique une déficience en soufre alors qu’un ratio<1.5 indique que la disponibilité en soufre est
suffisante au moment de I'échantillonnage. Ce ratio permet de distinguer les limitations transitoires
des limitations prolongées si deux tests sont effectués a des stades différents du développement
de la culture ( ). Diverses études ont testé la fiabilité du test malate:sulfate.

ont critiqué le fait que les recherches pour la détermination du ratio ont été

réalisées sur des sols qui présentent des propriétés typiques (faible contenu en matiere

organique <2 %, pH>6 et sol de texture sableuse) de sol a forte probabilité de réponse a I'application

de S. Des études sur colza et blé ont montré que le ratio malate:sulfate surestime le diagnostic de
déficience en S et suggerent que les valeurs seuils ont besoin d’étre réévaluées (

) bien que justifiaient la pertinence

de ces valeurs en précisant qu’une application d’engrais soufré pas forcément nécessaire était

moins dommageable économiquement qu’une perte de rendement.
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IV. Objectifs et hypotheses de recherche

Cette synthése bibliographique a pu mettre en évidence les impacts d’'une limitation en S
sur le métabolisme, la croissance et la production en grains de la culture de colza lorsqu’elle n’est
pas alimentée par une fertilisation soufrée adéquate. Dans le contexte actuel de I'oligotrophisation
des sols en S et d’'une gestion de la fertilisation soufrée pas toujours maitrisée, il paraissait donc
essentiel, tant sur le plan environnemental qu’économique, d’optimiser la nutrition soufrée des
plantes cultivées afin d’ajuster les apports d’engrais soufrés aux besoins réels des cultures. Un
moyen de répondre a cet objectif consiste a développer des indicateurs précoces et fiables de la
nutrition soufrée. Comme I'étude bibliographique a pu le mettre en évidence, les indicateurs
disponibles a ce jour ne permettent pas individuellement d’obtenir un diagnostic précis du statut
soufré de la culture de colza et encore moins de préconiser les doses de fertilisants soufrés afin

d’éviter les impacts négatifs de la limitation en S.

L’objectif principal de ce travail doctoral visait donc a identifier de nouveaux indicateurs
de la nutrition soufrée reposant sur des mécanismes physiologiques de réponse précoce a une
limitation en S chez le colza cultivé en conditions contrblées. Cette espece a été choisie en tant que
modele, d’une part a cause des travaux nombreux qui ont portés sur celle-ci au sein de 'lUMR
d’accueil mais aussi en raison de ses besoins importants en S. Un deuxiéme objectif consistait a
valider ces indicateurs en condition de plein champ sur la méme espéce mais aussi pour un plus
large panel d’espéces (blé, mais, pois, tomate, chou-fleur et Medicago truncatula) cultivées en
conditions controlées, le choix de ces espéces ayant été réalisé dans le cadre du partenariat établi
au sein du projet SERAPIS. Les criteres de choix d’indicateurs que nous avons utilisé reposent, non
seulement sur leur précocité mais aussi sur ceux requis pour développer a plus long terme un OAD.
Outre un potentiel en termes de fidélité, de robustesse, de spécificité et de sensibilité, ces
indicateurs devraient ensuite permettre de développer un OAD faisant preuve d’ergonomie et de
convivialité. L’analyse bibliographique réalisée, et le relatif consensus résultant des travaux
antérieurs portant sur de tels indicateurs, nous a conduit a privilégier des indicateurs dérivés de

I'analyse du végétal plutét que des indicateurs visuels ou issus de I'analyse du sol.

La premiére démarche expérimentale réalisée consistait a préciser la cinétique de réponse
précoce du colza a une privation en S, réalisée en culture hydroponique. En effet, méme si I'étude

bibliographique montre que la cinétique de réponse du colza a une limitation en S semble

globalement connue, avec une premiére phase de maintien de la croissance, il apparait que les
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perturbations métaboliques décrites restent relativement tardives. La premiére hypothese que
nous avons cherchée a tester expérimentalement reposait donc sur le fait que le sulfate des tissus
végétaux puisse contribuer de fagon significative au potentiel osmotique des tissus foliaires. Dés
lors, sa mobilisation rapide induite par une limitation en S, couplée a un maintien transitoire du
potentiel osmotique rapporté par certains auteurs, suppose I’existence de processus
compensatoires. Nous avons donc émis I'hypothése que la diminution des teneurs en sulfate des
organes sources pourrait étre compensée par une augmentation des teneurs en d’autres composés
organiques ou minéraux afin de maintenir le potentiel osmotique cellulaire. Nous avons alors
quantifié un panel de composés susceptibles d’étre impliqués. De facon additionnelle, nous avons
comparé les effets d’une privation en S et d’une privation en Cl, sachant que cet élément a 'opposé
du S, est peu métabolisé et donc largement présent a I'état soluble, pouvant ainsi exercer un réle
majoritairement osmotique. La comparaison de ces deux traitements visait donc a distinguer les
conséquences strictement osmotiques et/ou métaboliques d’une limitation en S. Dans un
deuxieme temps, une expérimentation sur une parcelle oligotrophe en S, soumise a différents
niveaux de fertilisations en S et en N, a ensuite été réalisée afin de valider les indicateurs mis en
évidence lors de I'expérimentation en conditions controlées et de développer une méthode plus
simple d’analyse de ces indicateurs en conditions de plein champ. Enfin, les échantillons foliaires,
issus de deux réseaux regroupant plus d’'une centaine de parcelles de colza, ont été analysés pour
tenter de proposer des valeurs seuils pour les indicateurs retenus afin d’identifier des conditions
de nutrition S satisfaisantes, a risques ou déficientes. Ces travaux de recherche sont rapportés dans

les chapitres 3 et 4 sous forme de deux publications.

La deuxieme démarche de ce travail prenait en compte la description dans la littérature
d’une potentielle accumulation de Mo et de Se dans la plante lors d’une limitation en S, résultant
du fait que le sulfate, le molybdate et le sélénate seraient probablement absorbés par des
transporteurs racinaires similaires compte tenu de leur similitude structurale (

). L'hypothese qui en découle, et que nous avons testée
expérimentalement en se focalisant sur le Mo (le seul considéré comme oligoélément), repose sur
le fait qu’en I'absence de S dans le milieu, I'induction rapide et intense de I'expression des genes
codant des transporteurs de sulfate ( ) pourrait permettre une augmentation
trés rapide de I'absorption de Mo et donc de la teneur des tissus foliaires. Cette hypothése a donc
été testée chez du colza cultivé en conditions hydroponiques puis en conditions de plein champ et

enfin pour un panel plus large d’espéeces végétales. Les valeurs seuils pour I'indicateur proposé ont
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été testées, comme précédemment, sur deux réseaux de parcelles de colza. L'ensemble de ces

travaux de recherche est présenté au sein du chapitre V sous forme d’une publication.
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Chapitre Il
Effet d’une privation en soufre sur les composantes du potentiel
osmotique et sur le métabolisme azoté dans les feuilles de colza :

identification d’un nouvel indicateur précoce

Préambule

Afin d’identifier des indicateurs précoces de la nutrition soufrée chez le colza et expliquer
les mécanismes physiologiques sous-jacents, nous avons entrepris I'étude de la cinétique précise
de réponse du colza a une privation en S en culture hydroponique. Cette étude s’est plus
particulierement focalisée sur le réle osmotique du sulfate et la compréhension des mécanismes
de compensations osmotiques qui peuvent étre mis en place lors de la remobilisation du sulfate en
cas de privation en S. Pour cela, les plantes ont été exposées pendant 28 jours a une privationen S
ou en Cl, afin de différencier les réponses osmotiques, des réponses métaboliques. Un grand
nombre de parameétres ont été mesuré afin d’identifier les composés pouvant potentiellement
constituer des indicateurs précoces de la nutrition soufrée tout en étant impliqués dans les
réponses physiologiques. Nous avons ainsi effectué des analyses osmotiques, moléculaires,

isotopiques, ioniques et métaboliques.

Résultats majeurs :

Deux phases de réponse a une privation en S ont été identifiées : la premiere, précoce (0 a
13 jours), durant laguelle la croissance est maintenue grace a la remobilisation du SO42 vacuolaire
permise grace a une sur-expression des génes codant des transporteurs tonoplastiques, Sultr4.1 et
Sultr4.2. Malgré la remobilisation du SO4%, le potentiel osmotique foliaire reste constant grace a
I’accumulation de CI, NOs™ et PO4*. Une phase tardive de réponse (au-dela de 13 jours), durant
laquelle la croissance est affectée, se caractérise par des perturbations métaboliques, notamment
une réduction de I'absorption et de I'assimilation du NOs,, probablement réprimés par une
accumulation d’acides aminés. L'ensemble des résultats suggerent que le ratio
([CI+[NOs1+[PO4*]):[SO4*] des feuilles pourrait &tre utilisé comme indicateur précoce de la
nutrition soufrée chez le colza.

Ces résultats ont été publiés sous la forme d’un article dans Journal of Experimental Botany,
intitulé « Effect of sulfur deprivation on osmotic potential components and nitrogen metabolism in

oilseed rape leaves: identification of a new early indicator ».
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Abstract

Identification of early sulphur (S) deficiency indicators is important for species such as Brassica napus, an S-demanding
crop in which yield and the nutritional quality of seeds are negatively affected by S deficiency. Because S is mostly
stored as SO, in leaf cell vacuoles and can be mobilized during S deficiency, this study investigated the impact of S
deprivation on leaf osmotic potential in order to identify compensation processes. Plants were exposed for 28 days to
S or to chlorine deprivation in order to differentiate osmotic and metabolic responses. While chlorine deprivation had
no significant effects on growth, osmotic potential and nitrogen metabolism, Brassica napus revealed two response
periods to S deprivation. The first one occurred during the first 13 days during which plant growth was maintained
as a result of vacuolar SO,> mobilization. In the meantime, leaf osmotic potential of S-deprived plants remained
similar to control plants despite a reduction in the SO, osmotic contribution, which was fully compensated by an
increase in NO;, PO,*> and Cl- accumulation. The second response occurred after 13 days of S deprivation with a
significant reduction in growth, leaf osmotic potential, NO;” uptake and NO; reductase activity, whereas amino acids
and NO;” were accumulated. This kinetic analysis of S deprivation suggested that a ([CI']+[NO;]+[PO,%1):[SO,*] ratio
could provide a relevant indicator of S deficiency, modified nearly as early as the over-expression of genes encoding
S0,% tonoplastic or plasmalemmal transporters, with the added advantage that it can be easily quantified under field
conditions.

Key words: Brassica napus, chlorine deprivation, indicator of S deficiency, nitrogen metabolism, osmotic potential, sulphur
deprivation.

Abbreviations: AAs, total amino acids; DW, dry weight; NR, nitrate reductase; NSCs, total non-structural carbohydrates; Ntot, total nitrogen; OAs, total organic
acids; Stot, total sulphur.

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the Society for Experimental Biology. All rights reserved.
For permissions, please email: journals.permissions@oup.com
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Introduction

Compared to cereals, winter oilseed rape (Brassica napus L.),
like many species in the Brassicaceae, requires a relatively
large input of mineral nutrients such as sulphur (S). For
example, to produce one tonne of seeds, 16kg S are required
by oilseed rape (McGrath and Zhao, 1996; Blake-Kalff et al.,
2001), and only 2-3kg S are needed by wheat (7riticum aes-
tivum) (Zhao et al., 1999). As a consequence, oilseed rape is
especially sensitive to S limitation. Thus, seed yield of oilseed
rape is usually improved by S fertilization with doses depend-
ing on the environment in which the crop is being grown, usu-
ally 15-60kg S ha! (Grant et al., 2012). For example, it is
assumed that a supply of ~20kg S ha™! is sufficient to satisfy
the high S requirement of oilseed rape in the USA (Jackson,
2000) while the recommendations of the technical centre of
oleaginous production in France (CETIOM) is ~30kg S ha™’.
A precise recommendation for S fertilization remains difficult
because of the lack of field-appropriate plant or soil S indica-
tors, resulting in a wide variation of S doses applied under
production conditions (from 0 to 112kg S ha!, Sarda et al.,
2014).

Over the last few decades, S fertilization has become crucial
in many agricultural areas, particularly in Western Europe,
where industries have reduced atmospheric S pollution by
replacing high S-containing coal and oil with low S natu-
ral gas, renewable energy sources and nuclear energy. These
changes in industrial practices have caused a reduction in S
emissions of ~80% since the 1980s (Blake-Kalff ez al., 2001)
resulting in a major reduction in soil S deposition (McNeill
et al., 2005). These reduced anthropic S inputs together with
changes in cropping systems, including the use of high yield-
ing varieties coupled with intensive management practices,
have thus created a decrease in the mineral S availability in
soil that is especially prejudicial for S-demanding crops such
as oilseed rape (Grant et al., 2012).

Oilseed rape is particularly sensitive to mineral S limita-
tion, which provokes multiple plant physiological changes
leading to losses of yield and seed quality through modified
lipid and protein composition of seeds (Janzen and Bettany,
1984; McGrath and Zhao, 1996; Scherer, 2001; Malhi et al.,
2007; D’Hooghe et al., 2014). Moreover, it has been shown
that decreased S availability reduces nitrogen (N) use effi-
ciency of oilseed rape (Fismes et al., 2000; Dubousset et al.,
2010) as S and N metabolism are tightly linked. A lasting
S limitation leads to an accumulation of amino acids in
B. napus (Lee et al., 2013) or in spinach (Spinacea oleacera)
(Prosser et al., 2001), which may down-regulate N uptake
and assimilation (Miller et al., 2007; Nacry et al., 2013).
It was further suggested that the leaf amino acid accumu-
lation under S deprivation resulted from the hydrolysis of
previously synthesized proteins rather than from de novo
synthesis (Lee et al., 2013). In the meantime, it has been
reported that nitrate (NO;) may accumulate in leaves dur-
ing S deficiency (McGrath and Zhao, 1996; Prosser et al.,
2001; Koralewska et al., 2009; Kaur et al., 2011; Sarda
et al., 2014) suggesting that NO; assimilation is more
affected than its uptake.
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While oilseed rape is well recognized to be highly sensitive
to medium- and long-term S deficiency, this plant species can
also cope with short-term S limitation through the mobiliza-
tion of endogenous S stores to maintain growth (Abdallah
et al., 2011), the duration of which is related to the level of
leaf sulphate (SO,*) previously accumulated. Sulphate, as the
most significant of the S compounds in terms of quantity,
can account for from 10 to >71% of the total S in leaves of
oilseed rape (Sarda et al., 2014). In such conditions, oilseed
rape is able to recycle endogenous S compounds (mainly as
SO,%) from old and mature leaves to young leaves and roots
(Dubousset et al., 2009; Abdallah et al., 2010). Sulphur dep-
rivation also induces foliar up-regulation of genes encoding
SO,> transporters, such as BnaSultr4.1 and/or BnaSultr4.2,
which are supposed to be involved in the efflux of SO,* from
the vacuoles, as well as of root SO,* transporters such as
BnaSultrl.1 and 1.2 (Buchner et al., 2004; Kataoka et al.,
2004; Parmar et al., 2007; Dubousset et al., 2009; Abdallah
et al., 2010). In addition to these transcriptomic changes, Lee
et al. (2013) have shown in B. napus that during the first week
of S deprivation, the osmotic potential of leaves remained at
a steady state level despite SO,* mobilization, before being
decreased by ~10%, suggesting a higher accumulation of
osmotica and/or a reduced water content.

Under normal growing conditions, the osmotic potential
of most plants is generally maintained at a steady-state level
by at least two processes: (i) the differential accumulation of
different osmotica in such a way that any decrease in the con-
centration of osmotically active compounds is compensated
by the accumulation of others and (ii) the adjustment of cell
water content (Burns ez al., 2012). Under S limitation where
SO,* is mobilized to sustain growth, it could be suggested
that the reduction in its osmotic contribution must be com-
pensated for, at least during the initial phase, by other osmot-
ically active molecules. Such osmotic compensations aimed
at keeping the leaf osmotic potential constant have already
been described, for example, in Italian ryegrass (Lolium
multiflorum) exposed to different light intensities (Veen and
Kleinendorst, 1986) and ryegrass (L. perenne) submitted to
defoliation (Ourry et al., 1989), in which NO;” was accumu-
lated when soluble carbohydrate content was decreased (and
vice versa). Likewise, in lettuce (Lactuca sativa) NO;y was also
accumulated to compensate for a reduced content of solu-
ble organic compounds resulting from low light conditions
(Burns ef al., 2011a). The late decrease in osmotic potential
previously reported under S limitation in oilseed rape (Lee
et al., 2013) could also be a result of metabolic disorders such
as amino acid accumulation and subsequent inhibition of N
metabolism.

The main objectives of this work were to (i) determine the
effects of S deprivation on leaf osmotic potential and (ii)
identify the mineral and/or organic compounds that con-
tribute osmotically during SO,* mobilization. In order to
differentiate osmotic causes from metabolic perturbations,
the impact of S deprivation on osmotic potential was also
compared to chlorine (Cl) deprivation. Indeed, Cl as a free
anion participates in compensation and osmoregulation in
the whole plant (Xu et al, 2000), but in contrast to SO,>,

42

G10T ‘€ AInf uo 1song Aq /310 sfewrnolproyxo qxly/:dny woiy papeojumoq






Chapitre Il - Résultats

Osmotic potential is affected by S deprivation | Page 3 of 15

which is assimilated, only a few chlorinated organic com-
pounds have been identified in higher plants (Broadley ez al.,
2012). Additionally, kinetic analysis of anions, cations and
organic compounds (amino acids, organic acids, soluble car-
bohydrates) and their osmotic contribution were quantified
together with NO;™ uptake and assimilation. Finally, the last
objective was to identify early events during S deprivation,
just prior to growth reduction, and with kinetics close to the
induction of SO,> transporters that could be potentially usa-
ble under field conditions as indicators of S nutrition levels.

Materials and methods

Hydroponic experiments and applications of restricted S and
Cl supply

Seeds of Brassica napus L. var. Boheme were germinated on perlite
over demineralized water for 7 d in the dark and then 5 d under natu-
ral light. Just after first leaf emergence, seedlings were transferred
to hydroponic conditions (18 seedlings per 20 I plastic tank) in a
greenhouse, between October and December, with a thermoperiod
of 20°C (day) and 15°C (night). Natural light was supplemented
with high-pressure sodium lamps (MASTER GREENPOWER
T400W, Philips, Amsterdam, Netherlands) (350 pmol m™ s of
photosynthetically active radiation at the canopy height) for 16h.
The aerated nutrient solution contained: 3.75mM KNO;, 0.5mM
MgSO,, 0.5mM CaCl,, 0.25mM KH,PO,, 0.2mM EDTA, 2 NaFe,
14 pM H;BO;, 5 pM MnSO,, 3 ptM ZnSOy,, 0.7 pM CuSO,, 0.7 ptM
(NH4)sM07044, 0.1 pM CoCl,, 0.04 pM NiCl, and buffered to pH
6.6 with 0.91 mM CaCO;. This solution was renewed according to
the rate of NO;  uptake by monitoring the NOj™ level in the tank with
a NOj test strip so as to maintain optimal conditions for growth for
non-vernalized rosette plants (i.e. vegetative stage: Bna).

After four weeks of growth, plants were separated into three
batches supplied with a modified nutrient solution chosen in order
to maintain the same concentration of each nutrient (Table 1): (i)
control plants (control) were grown with 508.7 tM SO,* and 1 mM
CI', (i) S limited plants (—S) were grown with 8.7 pM SO,*, and (iii)
ClI limited plants (—Cl) with 0.28 pM CI'. Nutrient solutions were
renewed also according to NO5™ uptake by monitoring the NO;™ level
in the tank (at the end of experiment this was about every 2 d). At
this date (corresponding to day 0), overall treatments were continu-
ously labelled with K'*NO, (0.22544 '"NO,% excess).

Tissue sampling

Four independent samples each consisting of four individual plants
were harvested at day 0 and after 1, 2, 3, 7, 13, 21 and 28 days of
treatment. Leaves and petioles present at the beginning of treatment
applications (d0) were identified and marked, and these organs were
referred to as ‘emerged leaves” and ‘emerged petioles’, with leaves
and petioles appearing during treatments as ‘new emerging leaves’
and ‘new emerging petioles’. At each date of harvest, whole roots
from control and depleted plants (—S and —Cl) were harvested.
Thereafter, leaves, petioles and roots were frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C for further analysis. An aliquot of each tissue was
freeze-dried for dry weight (DW) determination and ground, using an
oscillating grinder (MM400, Retsch, Haan, Germany), to fine powder
for mineral, ion and amino acid analysis. Likewise, at each time of har-
vest, a fresh aliquot of leaves and roots was used for real-time in vivo
nitrate reductase (NR) activity and osmotic potential measurement.

Measurement and calculation of water content and osmotic
potential

Leaf water content was estimated by weighing ten leaf discs (&
18 mm) immediately after harvest and after drying for 48 h at 60°C.
The osmotic potential of cell sap was determined, using a cryoscopic
osmometer (Roebling osmometer automatik, Bioblock Scientific,
Illkirch, France). Ten leaf discs (J 18 mm) were collected for analy-
sis from the middle part of leaves and were placed in a syringe, fro-
zen in liquid nitrogen and stored at —80°C. After thawing, the cell
sap was pressed out of a syringe, collected and centrifuged at 10
000 xg for 10min at 4°C. The corresponding supernatant was used
for osmotic potential measurements. The osmotic potential (MPa)
of leaf cells was then calculated according to the Van’t Hoff equa-
tion: t=(—RXTxosmolality of the extract), where T is the absolute
temperature and R is the constant of perfect gas.

Anion and cation analysis

Tons were extracted from 30mg of freeze-dried plant material and
were initially mixed with 1.5ml of 50% ethanol solution. After incu-
bation at 40°C for 1h, the extract was centrifuged at 12 000 xg for
20min and the supernatant was collected. This step was repeated on
the pellet and the resulting supernatant obtained was pooled with
the previous one. All these operations (i.e. incubation and centrifu-
gation) were repeated twice, but with 1.5ml of ultra-pure water and
incubation at 95°C. All the supernatants were pooled and evapo-
rated under vacuum (Concentrator Evaporator RC 10.22, Jouan,

Table 1. Composition of the three nutrient solutions used for control, S or CI deprivation during the treatment period (28 days)

Nutrient concentrations are expressed in mM.

Nutrients Control S deprivation (-S) Cl deprivation (-Cl)
K'®NOj 3.75 3.75 3.75
KH,PO, 0.25 0.25 0.25
EDTA,2NaFe 0.20 0.20 0.20
MgSO, 0.50 0 0.50
CaCl, 0.50 0 0

MgCl, 0 0.50 0

CaCO4 0.91 1.41 1.41
H,BO, 1.4%x1072 1.4%x102 1.4%x1072
MnSO, 5%x107° 5% 1070 5%x107°
ZnS0O, 3.3x107 3.3x107 3.3x107
CusO, 7x10™ 7x10™ 7x10™
(NH,)sM0;0,, 7x10% 7x10% 7x10%
CoCl, 1x107 1x10™ 1x10™
NiCl, 4x10° 4x10° 4x10°
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Saint-Herblain, France). The dry residue was resuspended in 1.5ml
of ultra-pure water and was filtered on 45 pm filters.

Thereafter, anion and cation contents were determined using high
performance liquid chromatography with a conductivity detector
(ICS3000 and ICS5000+, Thermo Scientific-Dionex, Villebon-sur-
Yvette, France) for anion and cation analysis, respectively. The elu-
ent solution for anion analysis consisted of 4.05mM Na,CO; and
1.26 mM NaHCO; and was pumped isocratically over an analytical
column (AS22 4*250 mm). For cation analysis, the eluant consisted
of 20mM methanesulfonic acid and was pumped isocratically over
an analytical column (CS12A 4*250 mm).

Amino acid, organic acid and non-structural carbohydrate
analysis

For amino acid extraction, 20mg of freeze-dried plant material
with 1ml of distilled water were agitated at 2000 rpm for 30 min
(Multi Reax, Heidolph Instruments, Schwabach, Germany) and
centrifuged at 13 000 Xg for Smin and then the supernatant was
collected. The pellet was re-extracted twice by adding 0.5ml of dis-
tilled water, shaking for 15min and centrifuging at 13 000 xg for
Smin. All the supernatants were pooled and purified by solid phase
extraction. Derivatizations were performed with an EZ:faast LC/
MS Physiological Free Amino Acids Kit (KHO-7338, Phenomenex,
Torrance, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Thereafter, amino acid contents were determined using liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (Waters Alliance
HT, Milford, MA, USA) equipped with a separation module (2795
XE, Phenomenex, Torrance, CA, USA), a temperature controller
(ALLCOLHTR, Phenomenex, Torrance, CA, USA) and a column
(EZ:faast AAA-MS 250*3.0mm, Phenomenex, Torrance, CA,
USA). Chromatographic separation of amino acids was achieved
using a 0.50ml min—1 flow rate and a 10 mM ammonium formate
in water (A)/10mM ammonium formate in methanol (B) gradi-
ent profile as follows: time 0, 68% of B; time 13min, 83% of B;
time 13.01 min, 83% of B; time 17 min, 68% of B; time 20 min, 68%
of B. Amino acids were detected using a 3200 QTRAP LC/MS/
MS system (Applied Biosystems/MDS SCIEX, Concord, Ontario,
Canada), equipped with a turbo spray interface working in posi-
tive mode. Quantification was performed using multiple reac-
tion monitoring and applying the internal standard method with
homoarginine, d3 methionine, homophenylalanine, ds tryptophan,
d; cysteine, ['*Clalanine, ['*N]aspartic and ['*N]glycine as internal
standards.

The procedure for organic acid and non-structural carbohydrate
analysis has been described in detail by Fiehn (2006).

Calculation of contribution of solutes to the osmotic potential

Contribution of mineral solutes (SO,>, CI', PO,*, NOy, K*, Mg**,
Na®) and organic solutes [grouped by biochemical families: total
amino acids (AAs), total organic acids (OAs), total non-structural
carbohydrates (NSCs)] to the osmotic potential was obtained by
converting the data to MPa, according to the Van’t Hoff equation.
The cumulative osmotic potential is obtained by summing the calcu-
lated contributions of each solute and the difference between meas-
ured and calculated values of osmotic potential corresponding to
un-quantified compounds (Ca>* has not been taken into account in
the calculation of the contribution to osmotic potential). Finally,
conversion to MPa implicated the water parameters (fresh and dry
weight), so they were included in this representation of the cumula-
tive osmotic potential.

S, N and "°NO; analysis

An aliquot of each freeze-dried plant organ (roots, emerged peti-
oles and leaves, new emerging petioles and leaves) was placed into
tin capsules for isotopic analysis. The total N and S contents and
SN O; excess were determined with a continuous flow isotope ratio
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mass spectrometer (Horizon, NU Instruments, Wrexham, United
Kingdom) linked to a C/N/S analyser (EA3000, Euro Vector, Milan,
Italy).

The total S (Stot) amount of an organ ‘i’ at a given time ‘t’ was
calculated as: Stot; =%S; *DW;/100. As for S, the total N (Niu)
amount in compartment i’ at a given time ‘t’ was calculated as:
Ntot;; =(%N; xDW;)/100. The mean '"NO; abundance in unla-
belled plants at d0 (0.35451£0.00026%) was used as a reference
for *'NO; analysis. Nitrogen derived from current uptake (Nupt;,)
was calculated as: Nupt; =(Ntot; ¥E; ,)/E, where E;, (%) is the atom
5N Oj; excess in compartment i at a given time, and E; is the nutrient
solution atom "NO; excess (0.22544 +0.0003%)).

In vivo NR activity in plants

The NR activity was determined using an in vivo assay adapted from
Bungard et al. (1999). Shoot tissue (0.2 g fresh weight) was vacuum
infiltrated for 3 X 30 s with 10ml of phosphate buffer (pH 7.5) con-
taining 3% (v/v) propanol and 1.36 M KNO;. After vacuum infil-
tration, buffer solutions containing plant material were separated
into two sets. One part was incubated in a shaking water bath at
30°C for 20 min in darkness and then boiled to stop any enzymatic
activity. The other part was boiled immediately after vacuum infil-
tration for initial nitrite concentration determination. The colori-
metric reaction was performed with 2ml of plant extract, 1ml of
0.5% (wl/v) sulfanilic acid in 50% acetic acid and 1 ml of 0.2% (w/v)
a-naphthylamine in 50% acetic acid. The concentration of nitrite
(NOy) in each buffer solution was measured with a spectropho-
tometer (SmartSpec plus spectrophotometer, Bio-Rad, Marne-la-
Coquette, France) at 540 nm. Thereafter, NR activity was calculated
as micromole NO, formed per gram DW and per hour, correspond-
ing to micromole NO; reduced per gram DW and per hour.

RNA extraction

Total RNA was extracted from 200 mg of root and leaf fresh matter.
Frozen samples were ground to a powder with a pestle in a mortar
containing liquid nitrogen. The resulting powder was suspended in
750 ul of extraction buffer [0.1 M TRIS, 0.1 M LiCl, 0.01 M EDTA,
1% SDS (w/v), pH 8] and 750 pl of hot phenol (80°C, pH 4.3).
This mixture was vortexed for 40 s and after addition of 750 pl of
chloroform:isoamylalcohol (24/1: v/v) the homogenate was centri-
fuged at 15 000 g for Smin at 4°C. The supernatant was transferred
into 750 pl of 4M LiCl solution (w/v) and incubated overnight at
4°C. After centrifugation 15 000 Xg for 20min at 4°C, the pellet was
suspended in 100 pl of sterile water. RNA was then purified with an
RNeasy mini kit according to the manufacturer’s protocol (Qiagen,
Courtaboeuf, France). Quantification of total RNA was performed
by spectrophotometry at 260nm (BioPhotometer, Eppendorf, Le
Pecq, France) before reverse transcription (RT) and real-time PCR
(q-PCR) analyses.

Reverse transcription and q-PCR analyses

For RT, 1 pg of total RNA was converted to cDNA with an iScript
cDNA synthesis kit according to the manufacturer’s protocol
(Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). Q-PCR amplifications
were performed using specific primers for each housekeeping gene
(EFI-a and 18S rRNA) and target genes (BnaNrtl.1, BnaNrt2.1,
BnaSultrl.1, BnaSultrl.2, BnaSultr4.1, BnaSultr4.2, and BnaClCa:
Table 2).

Q-PCRs were performed with 4 pl of 100x diluted cDNA, 500nM
of primers, and 1X SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad,
Marne-la-Coquette, France) in a real-time thermocycler (CFX96
Real Time System, Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). A three
steps program, composed of an activation step at 95°C for 3 min
and 40 cycles of a denaturing step at 95°C for 15 s followed by an
annealing and extending step at 60°C for 40 s, was used for all pairs
of primers (Table 2). For each pair of primers, a threshold value and
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Table 2. Accession number and Q-PCR primer sets

EF1- a.and 78S rRNA were housekeeping genes used for relative gene expression by Q-PCR analysis.

Gene Accession number Forward Reverse

EF1-a DQ312264 5’-gcctggtatggttgtgacct-37 5’-gaagttagcagcacccttgg-3”
18S rRNA X16077 5’-cggataaccgtagtaattctag-3” 5’-gtactcattccaattaccagac-3
BnaSultr1.1 AJ416460 5’-agatattgcgatcggaccag-3” 5'- gaaaacgccagcaaagaaag-3’
BnaSultr1.2 AJ311388 5’-ggtgtagtcgctggaatggt-3 5’-aacggagtgaggaagagcaa-3’
BnaSultr4.1 AJ416461 5’-gaccagacccgttaaggtca-3 5'- ttggaatccatgtgaagcaa-3
BnaSultr4.2 FJ688133 5’-agcaagatcagggattgtgg-3” 5'- tgcaacatttgtgggtgtct-3
BnaNrt1.1 AJ278966 5’-tggtggaataggcggctcgagttg-3” 5'- gtatacgttttgggtcattgccat-3
BnaNrt2.1 AJ293028 5’-atggtaaccgaagtgecttg-3" 5'- tgattccagcetgtgtgaage-3”
BnaClCa GU724876 5’-gtgcagctttcagatcaccg-3 5’-ttaccgaagagcccgattt-3”

PCR efficiency was determined using a cDNA preparation diluted
>10-fold. For all pairs of primers, PCR efficiency was ~100%. The
specificity of PCR amplification was examined by monitoring the
presence of the single peak in the melting curves after g-PCRs and
by sequencing the q-PCR product to confirm that the correct ampli-
con was produced from each pair of primers (Eurofins, Ebersberg,
Germany). For each sample, the subsequent g-PCRs were performed
in triplicate. The relative expression of the genes in each sample was
compared with the control sample (corresponding to control plants
at d0) and was determined with the delta delta Ct (AACt) method
using the following equation: relative expression=222%" with
AACt:ACtsamplc_Athomrol and with ACt:Cttargct gcnc_Cthousckccping
eene (for calculations, the geometric mean was considered between Ct
of the housekeeping genes), where Ct refers to the threshold cycle
determined for each gene in the exponential phase of PCR amplifi-
cation. Using this analysis method, relative expression of the target
gene in the control sample was equal to one (Livak and Schmittgen,
2001), and the relative expression of other treatments was then com-
pared with the control.

Statistical analysis

For each measurement, experiments were conducted with four inde-
pendent biological replicates constituted of four individual plants,
except for g-PCR analysis, which was conducted with three bio-
logical replicates. Data are given as mean *SE for n=4 (or n=3 for
g-PCR data). All data were analysed by Student’s test (Excel soft-
ware) and marked by one or several asterisks when significantly dif-
ferent (¥, P<0.05; **, P<0.01; ***, P<0.001).

Results

Growth and osmotic potential were affected by S
deprivation

To characterize the effect of S deprivation on rapeseed growth
and metabolism, plants were grown with an optimal solu-
tion for four weeks, and then supplied (d0) with a modified
nutrient solution with (control) or without sulphur (=S) for
28 days. At day 0, shoot and root biomass for control plants
were 3.4210.13 and 0.65£0.02g DW plant, respectively,
and after 28 days reached 37.24+2.11 and 5.51+0.79g DW
plant™ (Fig. 1A, B). Compared to control plants, S-deprived
plants (—S) were characterized by a significant decrease in
root and shoot dry weights after only 7 and 13 days of treat-
ment, respectively. This effect was more pronounced after
28 days of —S treatment, as root growth was reduced by about
20% (4.41£0.15g DW plant” for S-deprived plants versus

5.5110.40g DW plant™ for control plants after 28 days) and
shoot growth by 40.5% (from 37.24£2.11 for control plants
t0 22.15+1.66 g DW plant™ for S-deprived plants after 28 d).
This growth reduction was stronger in new emerging leaves
and petioles (Fig. 1C) that appeared during S deprivation
than in emerged leaves and petioles that appeared prior to
the treatment (Fig. 1D). Indeed, at the end of the experiment,
the growth of new emerging leaves and petioles had reduced
by 58.7% and in previously emerged leaves and petioles the
growth reduction was only 13%.

Fig. 2 presents the influence relative to control plants of
S deprivation on the osmotic potential (Fig. 2A) and water
content (Fig. 2B) of new emerging and emerged leaves. The
osmotic potential in control plants for new emerging leaves
varied between -—0.93 and —1.02MPa (Fig. 2A) and water
content remained at a steady level, between 87 and 88%
(Fig. 2B). In contrast, S deprivation strongly reduced the
osmotic potential of new emerging leaves (Fig. 2A) at all times
with a maximum reduction of 34% after 28 days. In parallel,
water content (Fig. 2B) was significantly reduced at 21 and
28 days but this accounted for only 8 and 15% of the total
drop in osmotic potential, respectively. The osmotic poten-
tial of emerged leaves remained stable and similar to control
plants during the first 13 days of S deprivation, and was then
significantly reduced after 21 days by about 13% alongside
a significant diminution of water content (Fig. 2B), which
accounted for only 16% of the total drop in osmotic poten-
tial. As a consequence, during exposure to S deprivation, the
early steady state level of leaf osmotic potential would be the
result of an osmotic compensation for the disappearance of
SO, while the late decrease in leaf osmotic potential could
probably be explained by a limited loss of water coupled with
an increase in solute accumulation.

Changes in osmotic potential during S deprivation
were due to a significant accumulation of mineral and
organic solutes

Regardless of which leaves were examined, SO,> content
(Fig. 3A) steadily increased with time in control plants.
Predictably and according to deprivation, in emerged leaves
from S-deprived plants the SO,* content (Fig. 3A) significantly
decreased as early as 3 days after S deprivation. In parallel,
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Fig. 1. Kinetic evolution of biomass (g DW plant™) of (A) shoots, (B) roots, (C) new emerging and (D) emerged leaves and petioles of Brassica napus from
control (black line), S-deprived (=S, dashed line) or Cl-deprived (—Cl, grey line) plants during the 28 days of the treatment. Data are given as the mean
+SE (n=4). Asterisks indicate significant differences from control at a given date for P<0.05 (*), P<0.01 (**) or P<0.001 (***).

only traces of SO, (Fig. 3A) were found in new emerging
leaves from S-deprived plants (<0.5mg SO,> g! DW, Fig. 3A).
More surprisingly, the accumulation of other anions was
also affected by S deprivation. For example, the CI" content
(Fig. 3B) was significantly higher than in control plants, which-
ever leaves were tested during the first 13 days of S deprivation.
Phosphate content (Fig. 3C) was increased by S deprivation
by 42% at 13 days in new emerging leaves and in emerged
leaves the PO,> content increased significantly only during the
first 3 days (Fig. 3C). Similarly, NO;™ content (Fig. 3D) was
increased by S deprivation in both groups of leaves, with an
increase of 40% at 13 days in new emerging leaves.

Cation concentrations were also quantified in leaves (Fig. 4).
The Na* content (Fig. 4A) was significantly lowered in emerged
leaves from S-deprived plants. Potassium content (Fig. 4B)
remained at a nearly steady state level in control plants, but was
significantly lowered by S deprivation, whichever leaves were
tested. For example, after 28 days of —S treatment, K* con-
tent was reduced by 37% in emerged leaves and by 22% in new
emerging leaves. Sulphur deprivation had no effect on the Mg?*
content (Fig. 4C) in emerged leaves and induced a significant
increase in the Mg”* content after 7 and 13 days in new emerg-
ing leaves alone. The Ca** content (Fig. 4D) was significantly
increased with time in control plants, and this was also the case
for S-deprived plants but at a significantly lower level.

The contents of AAs, OAs and NSCs were estimated as the
sum of individually quantified compounds, as described in

the experimental procedures. During the early stages of the
experiment (i.e. up to 7 days of S deprivation), no major dif-
ferences were observed for total AAs content between con-
trol and -S plants in emerged leaves (Fig. 5A). However, from
13 days of S deprivation, AAs showed a striking accumula-
tion in emerged leaves. The same accumulation of AAs was
observed even sooner in new emerging leaves (from 7 days of
—S treatment), the AAs content being increased by 347% at
day 21. The OAs content (Fig. 5B) in leaves was unaffected by
S deprivation. The NSCs content of new emerging leaves was
significantly lower in S-deprived plants than in control plants
(Fig. 5C), while in emerged leaves they were highly variable
during the treatment period. For example, in emerged leaves
from S-deprived plants the NSCs content was similar to con-
trol plants, except at 13 and 28 days where it was lower and
higher, respectively, than in control plants.

Contribution to osmotic potential of CI, NOs and
PO,% in compensating for the disappearance of SO,
during S deprivation

The osmotic potential of emerged leaves at day 0 was meas-
ured and the relative contribution of mineral solutes (SO,
CI, PO/, NO;y, K*, Mg?", Na*) and of the main organic
solutes (grouped by biochemical families: NSCs, OAs, AAs)
was calculated (Fig. 6A), as described in the experimental
procedures. At day 0, the main osmotic contributions to the
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Fig. 2. (A) Osmotic potential (Mpa) and (B) water content (%) of new emerging and emerged leaves of Brassica napus from control (black line),
S-deprived (-S, dashed line) or Cl-deprived (-Cl, grey line) plants during the 28 days of the treatment. Data are given as the mean +SE (n=4). Asterisks
indicate significant differences from control at a given date for P<0.05 (*), P<0.01 (**) or P<0.001 (***).
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measured osmotic potential of emerged leaves were found
for K* (34.6%), NO5 (15.8%) and CI (7.9%) followed by
SO4* (6.3%), Mg** (6.6%) and NSCs (6.4%). The osmotic
contribution of organic acids, AAs, Na* and PO,* remained

sks indicate significant differences from control at a given date for P<0.05 (*),

lower than 3.6% while unquantified compounds reached
12.4%. Potassium was the major contributor to the osmotic
potential, but it remained at a steady state level in control
and S-deprived plants throughout the treatment period
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(P>0.05), except at 28 days in S-deprived plants (data not
shown). Therefore, K™ did not seem to play a major role in
osmoregulation. Thus, Fig. 6B and C only considered the
osmotic contributions of mineral and organic solutes that
were significantly affected by S or Cl deprivation. In new
emerging leaves (Fig. 6B), the lack of SO,* accumulation
and hence its reduced osmotic contribution was fully com-
pensated by an accumulation of NO;", PO,* and CI (except
after 21 days). In the meantime, the increasing osmotic role
of AAs (up to —0.25MPa) may largely explain the reduc-
tion of measured osmotic potential (Fig. 2, maximum of
—0.35 MPa between control and S-deprived plants). Finally,
an increase in the osmotic contribution of one cation,
Mg**, occurred in new emerging leaves during S depriva-
tion. In emerged leaves (Fig. 6C), SO,* was mobilized from
the third day of S deprivation, while the osmotic potential
measured remained stable and similar to control plants dur-
ing the first 13 days of S deprivation (Fig. 2A) and was sig-
nificantly reduced only after 21 days. This steady level of
emerged leaf osmotic potential was therefore the result of
compensation by the accumulation of other solutes. Indeed,
a significant increase in the osmotic contribution of PO,*
occurred during the first 3 days, a smaller increase in CI°
also occurred during the first 2 days, and then from 3 to
28 days the osmotic contribution of CI" was significantly
increased compared to control plants (Fig. 6C). In emerged
leaves of S-deprived plants, the osmotic contributions of
NO; and Mg?" were higher than in control plants over the
28 days but only significant after 13 and 21 d for the two

ions respectively. In parallel, compared to control plants, the
osmotic contribution of AAs was significantly increased in
S-deprived plants after 21 days. Finally, during S depriva-
tion, the disappearance of SO, was osmotically compen-
sated by an enhancement of PO,*, CI" and NO; contents.
Later on, the fall in osmotic potential of the two groups
of leaves (i.e. d7, d13, d21 and d28 in new emerging leaves;
d21 and d28 in emerged leaves) could be due to an increased
contribution of Mg**, but this is more likely due to AAs.
In the latter case, this could be the result of metabolic dis-
turbances caused by S deprivation together with a lack of
internal SO,> availability.

Nitrogen metabolism was affected after 13 days of S
deprivation

In S-deprived plants, the cumulated "NO; uptake was signifi-
cantly lower than in controls from 13 days to 28 days and it
was reduced by 24% and 45% after 13 and 28 days, respectively
(Fig. 7A). After 13 days of S deprivation and until the end
of the experiment, the NO;™ reductase activity was strongly
decreased in the two groups of leaves. Compared to control
plants, the NR activity in emerged leaves was reduced by 41%
at 28 days of —S treatment. The reduction in NR activity
was more pronounced in new emerging leaves, where it was
decreased by 60% after 28 days of S deprivation (Fig. 7B).
Overall, S deprivation reduced NO;™ uptake and NR activ-
ity after 13 days of treatment, by which growth was reduced
(Fig. 1) and AAs had been accumulated (Fig. SA).
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during the 28 days of the treatment. Data are given as the mean +SE (n=4).

P<0.05 (), P<0.01 () or P<0.001 ().

In order to better characterize the effect of S dep-
rivation on Brassica napus N and S metabolisms, the
relative expression of genes encoding different SO,*
(BnaSultrl.1and BnaSultrl.2, BnaSultr4.1, BnaSultr4.2)
and NOj (BnaNrtl.1, BnaNrt2.1 and BnaCIlCa) transport-
ers was quantified by qPCR analysis in the emerged leaves,
new emerging leaves and/or in the roots, during the kinet-
ics of the 28 days. The expression of the root transporters,
BnaSultrl; 1 and BnaSultrl;2 involved in SO42' uptake was
up-regulated from the first day in response to S deprivation
(Fig. 8A). The expression of the vacuolar SO,* transporters,
BnaSultr4;1 and BnaSultr4,2, was also up-regulated within
less than 2 days of S deprivation in emerged leaves (Fig. 8A),
roots and in new emerging leaves (data not shown), with the
induction of BnaSultr4;2 being higher than BnaSultr4.1 in
each organ. In parallel, expression of the root NO;™ trans-
porter, BnaNrtl.1, was similar in S-deprived and control
plants, whereas BnaNrt2.1 was repressed between 7 and
13 days of S deprivation (Fig. 8B). Finally, the CICa gene
encoding a vacuolar NOs transporter in Arabidopsis thali-
ana and functioning as a 2NO;/1H" exchanger that facili-
tates NO; accumulation in the vacuole, was not affected
during the 28 days of S deprivation (Fig. 8B).

Asterisks indicate significant differences from control at a given date for

Compared to S deprivation, Cl deprivation affected
only mineral and organic solute contents

To compare S and Cl deprivation at the same time and in
the same way as S deprivation, Cl-deprived plants were
obtained with the application of an optimal solution for
four weeks, and then a modified nutrient solution without
chlorine (—CI) for 28 days. Compared to control plants,
and in contrast to the findings for S deprivation, Cl dep-
rivation did not significantly reduce shoot (Fig. 1A, C, D)
and root biomass (Fig. 1B), nor did it change whole plant
SNO; uptake (Fig. 7A), leaf NR activity (Fig. 7B), SO,*
(Fig. 3A), Na* (Fig. 4A), K+ (Fig. 4B), AA (Fig. 5A) and
NSC contents (Fig. 5C), leaf osmotic potential (Fig. 2A)
or water content (Fig. 2B). While leaf CI" content steadily
increased with time in control plants (Fig. 3B), it decreased
during Cl deprivation in emerged leaves after 7 days. In
new emerging leaves, <I.2mg Cl.g! DW were found in
Cl-deprived plants (Fig. 3B). Only PO,> in emerged leaves
(Fig. 3C, significant for the first 3 days) and NOj in both
groups of leaves (Fig. 3D, which was a general trend but
significant for only a few time points) reached higher con-
tents than in control plants. Leaf Mg** content (Fig. 4C)
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was increased by Cl deprivation and more significantly in
emerged leaves. During Cl deprivation, the OAs content
(Fig. 5B) was equal to or higher than in the control leaves. In
contrast, leaf Ca?* content (Fig. 4D) was significantly low-
ered by Cl deprivation in a similar manner to S deprivation.
Overall, because the leaf osmotic potential remained similar
to control plants, the decreased osmotic contribution of CI°
during deprivation was fully compensated by a general trend
of increased NO;", PO,*, and OA contents (Fig. 6).

Discussion

Oilseed rape, as in most Brassicaceae, has greater S requirements
than other crop species such as cereals. Early identification of S
deficiency is of prime importance because of its consequences

for seed yield and quality and for management of S fertilization.
This study investigated the impact of S deprivation applied to
winter oilseed rape at the rosette stage on leaf osmotic potential
and its main components in order to determine whether other
mineral and/or organic compounds that may act as osmotica
were able to compensate for the absence of SO,> under S dep-
rivation. In addition, the impact of S deprivation on osmotic
potential was compared to Cl deprivation in order to differenti-
ate osmotic causes and metabolic perturbations.

At the vegetative stage, oilseed rape revealed two response
periods to S deprivation. The first one occurred during the
first 13 days following the sudden withdrawal of SO,* (from
508.7uM to 5.8uM) with no significant effect on growth,
which was maintained mostly due to the mobilization of vac-
uolar SO,>. After 13 days, S deprivation significantly reduced
growth as well as NO;™ uptake and NR activity (Fig. 7) while
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AAs and NO;” were accumulated (Figs SA, 3D). It has been
previously shown that S deprivation restricts de novo synthe-
sis of amino acids and proteins and that amino acid accu-
mulation resulted mostly from the hydrolysis of previously
synthesized proteins (Lee ez al., 2013). This accumulation of
non-S amino acids may act as a negative feedback on NOjy
uptake as previously reported (Miller et al., 2007; Lee et al.,
2009; Nacry et al., 2013). Our results show that S depriva-
tion significantly reduced NOj;™ uptake after 13 days (Fig. 7A)
while a significant accumulation of amino acids was detected
after 7 and 13 days in new emerging leaves and emerged
leaves, respectively (Figs SA, 8C). Abdallah et al. (2011) have
shown that the decrease in S uptake under long-term S defi-
ciency was concomitant with a significant reduction in whole
plant N uptake and a repression of the expression of root
NOj transporters, in agreement with our result showing a
down-regulation BnaNrt2.1 under S deprivation (Fig. 8B). In
this study, it has been also found a continuous decline in NR
activity with the duration of S deprivation (Fig. 7B). Such
reductions in NR activity in S-deprived rapeseed (Brassica
rapa), spinach and tobacco have been reported previously
(Migge et al., 2000; Prosser et al., 2001; Kaur et al., 2011).
Kaur et al. (2011) also showed in B. rapa plants that S depri-
vation over six days induced a decrease in the expression level
and activity of glutamine synthetase, indicating that S depri-
vation has a negative effect on N metabolism. Amino acids
are also well known to be involved in the down regulation
of NR activity (Miller et al., 2007; Campbell, 1999). It may
then be suggested that this reduction of NR activity could
have explained the NO;™ accumulation that occurred during S
deprivation (Fig. 3D). Earlier reports have also shown large
accumulations of NOjs", particularly in Brassica species under
S limitation (McGrath and Zhao, 1996; Koralewska ez al.,
2009; Kaur et al., 2011; Sarda et al., 2014).

In several studies it has been shown that NO5™ can have an
osmotic role. The study conducted by Veen and Kleinendorst
(1986) in shoots of Italian ryegrass in which quantum-flux
density, osmotic potential of the nutrient solution and avail-
ability of NO; and CI” were independently tested, indicating
that NOj™ played an important role in osmotic adjustment
and that its accumulation resulted from a shortage of other
osmotic solutes. Moreover, Veen and Kleinendorst (1986)
found CI" uptake substituted an equivalent amount of NO;
in the plant when NO;™ was partly replaced by CI” in the
nutrient solution. Similarly, Ourry et al. (1989) showed that
NO; acted as an osmotic compound to compensate for the
lack of carbohydrates during regrowth after cutting ryegrass.
Furthermore, under N limitation, NO;” was replaced by CI" in
order to compensate for the reduction in the osmotic con-
tribution of carbohydrates. More recently, it was shown in
shoots of lettuce that NO; accumulation occurred at low
light intensities in order to compensate for the decreased con-
tent of many soluble organic compounds and so helped to
maintain osmotic potential (Burns ez al., 2011b). Our results
suggest that NO5™ could act as an osmoticum to replace the
SO,* content that was reduced during S deprivation. It has
been found in oilseed rape that there is a robust linear or loga-
rithmic relationship between S and SO,> concentrations in
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senescing leaves, stems and seeds and that SO,> can repre-
sent >70% of the whole plant’s total S (Sarda et al., 2014),
and as such may have a significant osmotic role. Moreover,
SO,* represents the most important source of S in leaves of
oilseed rape and SO,> is mainly stored in the vacuole (Blake-
Kalft et al., 1998). In Arabidopsis thaliana, it has been shown
that water stress induced a greater accumulation of proline,
a-aminobutyric acid, malate, citrate, alanine, NO; and SO,*
(Lugan et al., 2010) and that SO,> contributed to ~3% of
the total osmotically active particles under control conditions
(Lugan et al., 2009). In our study, the osmotic contribution
of SO,* represented 6.3% of the leaf osmotic potential at day
0, while AAs may account for 3.2% (Fig. 6A) and increased
during S deprivation with a maximum of 23% after 21 days
in new emerging leaves (Fig. 6B). Our results showed that the
osmotic potential of emerged leaves remained stable and sim-
ilar to control plants during the first 13 days of S deprivation
(Fig. 2A). These findings are in accordance with the study
conducted by Lee ez al. (2013) indicating that in oilseed rape
leaves, osmotic potential decreased significantly after 9 days
of S deficiency. In our study, it has been shown that the lack
of SO,* and hence its reduced osmotic contribution was fully
compensated by an increase in NO;5”, PO,* and CI" accumula-
tion (Fig. 3).

During Cl deprivation, leaf osmotic potential remained
nearly at a steady state level, and similar to control plants
(Fig. 2A). It must be pointed out that during CI deprivation,
the CI' leaf content decreased to a lesser extent than SO,> in
S deficient plants. Chloride content remained at least higher
than 5 and 1 mg ¢! DW in emerged and new emerging leaves,
respectively (Fig. 3B). Indeed, CI" as a free anion in the cells
is not assimilated or significantly incorporated into organic
molecules, while it participates particularly in compensa-
tion and osmoregulation in the whole plant (Xu ez al., 2000;
Broadley et al., 2012). So, the disappearance of CI" was com-
pensated for by accumulation of other compounds such as
NOjs (Fig. 3D), PO,* (Fig. 3C) and OAs (Fig. 5B) without
change of SO, (Fig. 3A), which allow maintenance of the
leaf osmotic potential without other significant physiologi-
cal effects during CI deprivation. This could be explained in
Cl-deprived plants, as well as in control plants, by the fact
that S-SO,> accounted on average for >86% of S in emerged
leaves (data not shown), which may be close to the maximum
physiological accumulation. Moreover, under Cl deprivation,
the reduction of leaf content of CI (Fig. 3B), which mostly
is a consequence of leaf dry matter accumulation, occurred
in a less drastic way than SO,* under S deprivation (Fig. 3A),
resulting mostly from vacuolar mobilization. It may then
explain why OAs (Fig. 4B), derived from metabolic activity,
were accumulated rather than SO,> under CI deprivation.

Whether similar osmotic compensation occurs under NOy
or PO,* deprivation remained largely unknown. However
under our growth conditions, PO,* osmotic contribution
(Fig. 6A) being fairly low in control plants (about 1.4% of
the leaf osmotic potential), an osmotic compensation by CI,
SO,* or NO; would be quite difficult to evaluate under PO,>
deprivation. On the other hand, even if it has been previously
shown that CI" was accumulated under NOjs™ limitation (Ourry
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et al., 1989) the osmotic involvement of SO,> and PO,* was
not demonstrated.

During the first 13 days of S deprivation, plant growth
was not reduced and the leaf osmotic potential was kept
at a steady level. Indeed, previous studies have shown that
sulphur mobilization, mostly as SO,*, occurred from leaves
independently of foliar senescence and when S availabil-
ity was restricted (Dubousset ef al., 2009; Abdallah et al.,
2010). In parallel, it has been reported that this mobilization
of S was related to an up-regulation of BnaSultr4.1 and/or
BnaSultr4.2 genes, which are involved in efflux of SO,* from
vacuoles (Buchner et al., 2004; Kataoka et al., 2004; Parmar
et al., 2007; Dubousset et al., 2009; Abdallah et al., 2010).
The present results showing a higher expression of both
BnaSultr4.1 and BnaSultr4.2 as early as 2 days after S depri-
vation (Fig. 8A) are in agreement with these previous studies.

The kinetic study of S deprivation that was performed
provided further information that could be used to identify
early indicators suitable as diagnostic tools to evaluate the S
requirements of B. napus. A successful diagnostic indicator
needs to show a specific and early response to S deficiency
and should also be relatively easy to evaluate and possess
enough accuracy. There is general agreement that plant
analysis could provide a means to detect the S requirements
of the crops rather than using soil testing due to the fluc-
tuations in soil S mineralization and S availability through-
out the growing season (Malhi et al., 2005). Plant analyses
using S, SO,* or organic S concentrations as well as N:S or
malate:SO,> ratios have been tested to predict S deficiency
in oilseed rape (for review see Blake-Kalff et al, 2001). It
has been shown that concentrations of leaf total S, SO,*
and glutathione depend on the growth stage and growth
rates, making the application of these parameters impracti-
cal as diagnostic indicators (Blake-Kalff ez al., 2000, 2001).
Instead of using absolute values as diagnostic indicators for
S deficiency, the use of ratios has already been proposed
in the form of N:S or malate:SO,> ratios in wheat and oil-
seed rape (Blake-Kalff et al., 2000). The N:S ratio was not
considered to be a reliable indicator because it reflects the
relative proportion of the elements rather than their actual
magnitude and because it requires two analytical determina-
tions with potentially for input errors from both methods.
The malate:SO,* ratio is based on the inverse correlations
of the concentrations of the two species during S deficiency.
Despite its promise as a reliable and practical indicator for
determining the S status of plants (Blake-Kalff et al., 2001),
the accuracy of the malate:SO,> ratio may be questionable
because it may vary from 0.1 to 100 without differences in
seed yield. In this study, two groups of potential indica-
tors of S deficiency were identified. One group concerns
the late indicators corresponding to the response period
where S deprivation already had an impact on growth and
metabolism. This group included AAs content and osmotic
potential (Fig. 8C). Nevertheless, these potential indica-
tors may be used for a correction in fertilization in order to
restore S uptake and therefore S and N metabolism (Kaur
et al., 2011). Another group corresponds to early indica-
tors that could be usable well before growth reduction and

before metabolic disturbances, allowing the anticipation
of S deficiency in order to fertilize if required. The up-reg-
ulation of genes encoding SO,* transporters is one of the
first responses to S deprivation (Fig. 8A). Expression of the
BnaSultrl; 1 and BnaSultrl;2 genes, encoding two high-affin-
ity SO,* transporters involved in the majority of SO,> root
uptake (Buchner et al., 2004; Parmar et al., 2007), was up-
regulated from the first day in response to S deprivation by
2- and 10-fold, respectively, while BnaSultri;1 continued to
increase during S deprivation (by about 50-fold after 7 days).
The genes encoding the SO,> transporters, BnaSultr4;1 and
BnaSultr4,2, involved in the remobilization of SO,> stored
in the vacuole (Buchner et al., 2004; Kataoka et al., 2004,
Parmar et al., 2007), were also up-regulated in response to
S deprivation after 2 days by approximately 3- and 30-fold,
respectively (Fig. 8A). Howarth et al, (2009), have shown
that the expression of sdil was especially induced in leaf and
root tissues in response to S deficiency and sdil gene expres-
sion had potential as a sensitive indicator of sulphur nutri-
tional status in wheat. However, none of these molecular
indicators can be easily used under field conditions, as they
require laboratory analysis and the use of control plants.
The evaluation of anions involved very early in the osmotic
compensation of SO,> loss in leaves could be used as an
alternative ratio: ([CIT+[NO;]+[PO,*]):[SO,*]. Because
osmotic compensation was required during the remobiliza-
tion of vacuolar SO,* mediated by tonoplastic transporters,
significant changes of this ratio occurred after 3 days of S
deprivation i.e. after the up-regulation of BraSultr 4.1 or
4.2 occurring after 2 days of S deprivation that follow the
up-regulation of BnaSultr 1.1 and 1.2 after 1 day. Internal
ratios between compounds have been suggested to vary less
than absolute values during plant growth and development
(Rasmussen et al., 1977; Maynard et al., 1983; Blake-Kalff
et al., 2000, 2001). A significant 185% increase in this ratio
occurred in emerged leaves before 3 days, and at 7 days it
was 233%. At the same time, the ratio in new emerging leaves
was also increased, but by a much higher 20-fold factor at
7 days (Fig. 8C). Compared to the N:S or malate:SO,* ratios
described by Blake-Kalff er al (2000), the ([CIT+[NO;j
J+[PO,*1):[SO,*] ratio required a colorimetric determination
from a single leaf extract that could be used under field con-
ditions and might detect S deficiency earlier. Moreover, the
anion ratio described in our study involved several anions
with potential inter-compensation, allowing minimization
of interaction with different fertilizer applications on oilseed
rape crops, especially with nitrogen fertilization.

Therefore, the ([CIT+[NO;]+[PO,*]):[SO,*] ratio could
provide an indicator for the risk of S deficiency at early stages,
with the added advantage that these anions can be easily
quantified in the field compared to S analysis which requires
previous mineralization or combustion of the samples. Our
proposed ratio was highly correlated to leaf Stot (Fig. 8D) in
plants grown under controlled condition allowing the deter-
mination of a critical ratio above which growth was restricted
by S deprivation. Under our growth conditions, leaves that
showed a value of ([CI]+[NO;]+[PO,*]):[SO,*] ratio above
10.74 corresponded to leaves of S-deprived plants with a
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biomass significantly decreased by S deprivation. Moreover,
this ratio was significantly changed by S deprivation earlier
than leaf growth reduction, for a threshold value above 4.53
(Fig. 8D). More precisely, a value of ([CI'T+[NO;1+[PO,*]):
[SO,*] ratio lower than 4.53 suggested that the S requirements
were satisfied, while a value between 4.53 and 10.74 suggested
that S nutrition needs to be improved in order to avoid any
growth reduction. However, further testing of this method is
required under field conditions in order to estimate a critical
value threshold using a range of S fertilizations, as well as
verification in the field of both the concentration range and
the potential accumulation of CI that was observed under S
deprivation in hydroponic culture.
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Chapitre IV
Evaluation des effets d’une limitation en soufre chez le colza
cultivé en conditions de plein champ, par des mesures simples

des teneurs foliaires en soufre, chlore et phosphore

Préambule

Les résultats précédents ayant permis d’identifier le ratio
([CI]+[NO51+[P0O4*]):[SO4*] comme un indicateur potentiel de la nutrition soufrée en conditions
controlées, nous avons voulu vérifier sa pertinence en conditions de plein champ sur une parcelle
oligotrophe en S soumise a différents niveaux de fertilisations N et S. Sa généricité a par ailleurs été
testée en conditions hydroponiques chez d’autres espéces végétales. De facon additionnelle, des
valeurs seuils pour une version simplifiée de cet indicateur ont été testées sur deux réseaux de

parcelles agricoles.

Résultats majeurs :

Les teneurs foliaires en [CI], [NOs] et [PO4*] étant positivement affectées par une
fertilisation S, le ratio ([CI)+[NOs]+[P04*]):[SO4*] mesuré dans les feuilles permet de discriminer
les plantes selon leur fertilisation S et [linteraction avec I'apport de N. Le ratio
([CI+[NOs1+[P0O4>]):[SO4*] se révéle étre un indicateur pertinent et précoce pour diagnostiquer le
statut soufré du colza mais aussi d’autres especes cultivées. Compte tenu des corrélations étroites
existant entre la teneur de ces anions et celle de leur élément caractéristique, une version simplifiée
correspondant au ratio ([CI]+[P]):[S] est proposée. Des valeurs seuils de ce ratio sont testées afin

de classer les parcelles de colza comme ayant un statut suffisant en S, a risque ou en déficient en S.

Ces travaux sont présentés dans le chapitre suivant, sous forme d’un article intitulé
« Assessment of sulfur deficiency under field conditions by single measurements of sulfur, chlorine
and phosphorus in mature leaves » qui sera soumis a Plant and soil, dés lors que les contraintes de

confidentialité seront levées (dépot de brevet en cours).
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Abstract

Background and Aims. Determination of S status is of prime importance to detect S deficiency and
prevent losses of yield and seed quality. This study investigated the possibility of using the
([CI+[NOs1+[P04*]):[SO4*] ratio as an indicator of S nutrition under field conditions in Brassica

napus and whether this could be applied to other species.

Methods. Different S and N fertilization applications on an S deficient field of oilseed rape were
used to analyze mature leaves for their anion and element contents and evaluate a new S nutrition
indicator and useful threshold values. Large sets of commercial crops were then used to monitor S

deficiency scenarios.

Results. Under field conditions the leaf ([CI']+[NOs]+[P0O4>]):[SO4?*] ratio was increased by lowering
S fertilization, indicating S deficiency. The usefulness of this ratio was also found for other species
grown under controlled conditions and it could be simplified by using the elemental ([CI]+[P]):[S]
ratio. Threshold values have been determined and used for the hierarchical clustering of

commercial crops within three groups: S deficient, at risk of S deficiency and S sufficient.

Conclusions. The ([CI]+[P]):[S] ratio, which can be easily and accurately quantified under field
conditions, can be employed as an early diagnostic tool to improve the management of S

fertilization.

Key words

Brassica napus, diagnostic tools, indicator of S nutrition, S fertilization, Triticum aestivum, Zea mays.

Abbreviations

DW: dry weight, HPLC: high performance liquid chromatography, HR ICP-MS: high resolution

inductively coupled plasma mass spectrometry, XRF: X-ray fluorescence.
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. Introduction

Sulfur deficiency in crops has been a major concern at the global scale for a number of
years, and especially in crops that require higher levels of S than other cultivated species, such as
oilseed rape. Sulfur limitation in oilseed rape crops provokes multiple changes in plant physiology

leading to losses of yield and seed quality through modified lipid and protein compositions (

Sulfur deficiency in crops has increasingly been observed over the last 40 years (

). The limited S availability in soil can be
explained by several factors: significant reductions in S emission from industrial sources, use of
mineral fertilizers without S, decreases in use of organic fertilizers, and changes in cropping systems
including the use of high yielding varieties coupled with intensive management practices (

). Seed yield from oilseed rape is usually improved by S fertilization with
doses depending on the multiple environment factors under which the crop is being grown (
). Consequently, a precise recommendation for S fertilization is difficult, resulting in a
wide variation in S doses applied under production conditions (from 0 to 112 kg S ha'?,

). Consequently, S indicators are needed for an appropriate use of fertilizers to avoid cases of
excessive fertilization having environmental and economic consequences, and particularly to avoid
cases of S deficiency so as to prevent losses of yield and seed quality (

).

The visual symptoms of severe S deficiency are characterized by general yellowing and
purpling of leaves, which can be quantified by reflectance measurements, although with a lack of
specificity ( ). Indeed, visual symptoms of S deficiency can be confused
with other deficiencies like N deficiency ( ). They also vary depending on the crop
and degree of deficiency, and can be imperceptible while decreasing seed quality (

). In order to diagnose S status in crops, methods derived from soil testing, modeling or plant
analysis have already been proposed. Different soil tests have been developed to evaluate the
amounts of inorganic SO4* in soil and the potential mineralization capacity of soil organic S
compounds ( ). However, chemical analyses of soil have not proved successful to
evaluate the amount of S available for the crops and hence the requirement of fertilization because
of a high variability of S availability in soils due to fluctuations of mineralization, immobilization or
leaching throughout the growing season ( ).

have proposed a computer model to predict the risk of S deficiency in cereals in Great Britain
using soil, atmospheric S deposition and meteorological data. This modeling approach identifies

where S deficiency is likely to occur for a large scale assessment, but it is not designed to be used
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at the field scale ( ). In oilseed rape, a model based on the process of S allocation
and partitioning might be relevant for determining the response to S nutrition under controlled

conditions ( ) but it needs to be validated under field conditions.

Plant analyses appear as a better means to identify S deficiency and evaluate soil fertility

and crop management strategies ( ). Different indicators of S nutrition using plant
analysis have been proposed, i.e. the N:S ratio ( ), the SO4%:total S ratio
( ), S04 ( ), total S ( ), the malate:S0.>
ratio ( ), glutathione ( ), amides ( ) or
expression of sulfur deficiency responsive genes ( ), each

presenting advantages and drawbacks. Gene expression has potential as a sensitive indicator of S
nutritional status because of its very early response. Indeed, have shown that
the expression of the sdil gene was induced especially in leaf and root tissues in response to S
deficiency in wheat. In oilseed rape, the up-regulation of genes encoding SO,* transporters
(BnaSultr1;1, BnaSultr1;2, BnaSultr4;1 and BnaSultr4;2) is one of the first responses to S deprivation
( ). However, none of these molecular indicators can be easily used under field
conditions as they require laboratory analysis and the use of control plants. The use of biochemical
indicators in response to S deficiency has been suggested, such as a rapid decrease in glutathione
( ) and a large
accumulation of asparagine and glutamine ( ). However, the concentrations of these
molecules can be influenced by factors other than S nutrition, such as salinity, water or temperature
stress ( ) and their diagnostic usefulness has been questioned. The SO4% and
total S concentrations have been proposed by and as the
most satisfactory indices of plant S status because of the very wide range of values with clear
changes from deficiency to sufficiency. These parameters present the added advantage of requiring

only one measurement.

It has been shown that ratios of mineral (or organic) plant compounds can predict S
nutrition more reliably than absolute values of one or more contents of mineral (or organic)
compounds. Indeed, it has been suggested that ratios between compounds varied less with plant
growth stages and growth rates than absolute values (

). The SO,*:total S ratio has been proposed by

as a useful guide to S fertilization because it is not strongly affected by

the age of the plant or N supply. However, criticized this use of the
SO.%:total S ratio instead of SO4% or total S alone because the change in total S is partly due to the

levels of SO4%, thus the numerator (5S04%) depends on the denominator (total S), which reduces the
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sensitivity of the indicator. proposed the N:S ratio for wheat at the
vegetative stage. Compared to the total S concentration of vegetative tissues, the N:S ratio also
decreases, but to a lesser extent, so that its use as an indicator requires sampling at a precise growth
stage ( ). Moreover, this ratio should be interpreted with caution because it
can be affected by oversupply of N without S deficiency. Recently, the N:S ratio in grain has been
used as the most accurate diagnostic tool by many agronomists and the farming industry for S
deficiency in crops. However, the grain N:S ratio is not a predictive test as it indicates that the
harvested crop may have been S deficient, so that S fertilization can be increased for the following
crop ( ). Alternately, proposed
the malate: SO4? ratio as a diagnostic indicator of S deficiency in wheat and oilseed rape. This ratio
is based on the inverse relationship between malate and SO4% concentrations in leaves, when the
S04% concentrations decrease, the malate concentrations increase and vice versa. This ratio has the
advantage of being stable throughout plant development when the S supply is sufficient. Moreover,
it can be calculated from a single analytical run by using the peak areas of malate and SO4%, avoiding
the problems of accurate calibration. Studies on the reliability of the malate:S04? ratio indicate that
it overestimated diagnosis of S deficiency and suggested that threshold values need to be
reconsidered ( ). More recently, suggested that the
([CI+[NO5]+[P0O4*]):[SO4*] ratio could provide a relevant early indicator of S deficiency in oilseed
rape. This new early indicator of S nutrition identified under controlled conditions in oilseed rape is
based on early physiological regulation that occurs before significant metabolic perturbations. It
was shown that vacuolar SO, acting as an osmoticum, was efficiently remobilized during S
deprivation to sustain plant growth. This was compensated osmotically by a vacuolar accumulation
of CI, NOs  and PO,*. This mechanism of osmotic compensation occurred as early as 3 days after S

deprivation and long before metabolic disturbances and growth reduction in oilseed rape.

The main objectives of the current work were to validate the use of the
([CI]+[NOs1+[P04*]):[SO4?*] ratio as an indicator of S nutrition under field conditions. The first
objective was to test the ([CI']+[NO3]+[POs*]):[SO4*] ratio in leaves of oilseed rape grown under
field conditions with different S and N fertilization rates on an S deficient field, and consequently if
it constitutes a relevant indicator to predict the risk of S deficiency under field conditions. The
second objective was to test the genericity of the ([CI']+[NO3]+[P0,*]):[SO4?] ratio as an indicator
of S deficiency in other species of different families such as Brassica oleracea, Triticum aestivum,
Zea mays, Medicago truncatula and Solanum lycopersicum under controlled conditions. Finally, the

last aim was to simplify the quantification of the ([CI'J+[NOs]+[P0O4>]):[SO4*] ratio, by using
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elemental analysis of Cl, P and S in order to facilitate the measurement under field conditions and

to cope with the timing required to quickly adjust S fertilization before oilseed rape flowering.

Il. Materials and Methods

I.L1. Field experiments and plant sampling

The experimental site was selected from a previous study ( ) showing an S
deficiency in B. napus L. grown in 2009. This field of 11.3 ha was located at Ondefontaine, France
(48°59'18.69" N, 00°41'56.70" W). A winter oilseed rape crop (B. napus L., 95% cv DK Exstorm and
5% cv Alicia) was sown with a density of 35-40 plants m™ on 27 august 2013. The previous crop was
spring barley (Hordeum vulgare L.). Chemical analyses of the loam soil provided an S content of 220
mg kg ! and a pH value of 6.4. Before crop establishment, organic fertilizer (40 m? ha* of bovine
manure) was applied to the whole field corresponding to 122 kg N haand 44 kg S ha™. The field
was separated into seven randomized plots fertilized with different doses of N and S mineral
fertilizer. One plot was unfertilized. Other plots were fertilized on 27 February 2014 with three
different doses of S fertilizer at 0, 12 and 36 kg S ha with a combined fertilizer: ammonium and
nitrate and sulfuric anhydride, 26% N and 36% SOs; and complemented with ammonium nitrate to
obtain 65 kg N haon each plot. Then, on 27 March 2014, a second N fertilization with 60 kg N ha™
(liquid N containing 50% urea, 25% ammonium and 25% nitrate) was applied to three plots, which

thus received 125 kg N ha™ after two fertilizer applications.

Five harvests were performed between January and July 2014: before fertilization (at the
rosette stage and at the start of stem elongation (GS30), January 30" 2014 and February 12" 2014),
15 days after S fertilization (start of the visible bud stage (GS50), March 14t 2014), 47 days after S
fertilization (silique formation stage (GS70), April 15™" 2014) and finally after 60 days (silique
formation stage (GS70), April 28" 2014). Two batches of leaves comprising mature leaves (from the
lower canopy) and young leaves (from the higher canopy), each of them consisting of three
replicates of 20 leaves, were randomly collected from each plot. Leaves were freeze-dried for dry
weight (DW) determination and ground, using an oscillating grinder (MM400, Retsch, Haan,

Germany) to fine powder for further analysis.
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Forty-five commercial crops of oilseed rape were selected in France according to different
locations ( ), different agricultural practices (dose of fertilizers, previous
crop, tillage), and under contrasting soil and climate conditions that may affect SO4> leaching and
hence SO;* availability. The farmers, identified with the help of DATAGRI (Lyon, France),
collaborated in the present study. Crops have been numbered arbitrarily, 1’ to 45’. Two batches of
leaves comprising mature leaves (from the lower canopy) and young leaves (from the higher
canopy), each of them consisting of 20 leaves, were randomly collected from each of the 45 fields
in February 2014, just at the end of winter corresponding to the start of stem elongation (GS30)

and before fertilization. Leaves were freeze-dried before laboratory processing.

In addition, four commercial crops were studied before and after fertilization. Agricultural
practices were managed by the farmers and the authors did not intervene in the choice of fertilizer
doses. These four crops were located in France at Indre (N 46°36'48", E 02°06'41") corresponding
to crop number 8’, Loiret (N 48°06'59", E 02°25'04") corresponding to crop number 11’, Indre-et-
Loire (N 47°06'05", E 00°22'14") corresponding to crop number 20’ and Seine-et-Marne (N
48°30'28", E02°49'56") corresponding to crop number 36’. Two harvests occurred between January
and May 2014: before fertilization (at the rosette stage and at the start of stem elongation (GS30),
February 2014) and after N and S fertilizers were applied by the farmers (stage of silique formation
(GS70), April 2014). Leaves were collected as for the 45 crops, with three replicates of leaves

collected.

In order to maximize variability for S status at the late stage of oilseed rape development,
56 commercial crops were selected in Calvados (Lower Normandy, France) during a previous study
( ). The numbering of crops was performed in accordance with
Fifty senescent leaves (i.e. yellowing, just before their abscission) were randomly collected after
flowering (May 2009) from each of the 56 fields. Four biological replicates of plants were used per
condition and harvesting date. Leaf samples were kept at 4°C for a short period before drying at

60°C for 72h.
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I.2. Multispecies experiment under controlled conditions

In order to assess whether data obtained with B. napus could be extrapolated to other
species, experiments using B. oleracea, T. aestivum, Z. mays, S. lycopersicum, M. truncatula and B.
napus grown under controlled conditions were conducted under different culture conditions
described in with optimal and sub-optimal S alimentation. Leaves were
harvested and frozen immediately in liquid nitrogen and stored at -80°C until freeze-drying for

further analysis.

I1.3. SO4%, POs*, CI- and NOs™ analysis

lons were extracted from 30 mg of freeze-dried plant material and were initially mixed with
1.5 ml of 50% ethanol solution. After incubation at 40°C for 1 h, the extract was centrifuged at
12000 g for 20 min and the supernatant was collected. This step was repeated on the pellet and the
resulting supernatant obtained was pooled with the previous one. All these operations (i.e.
incubation and centrifugation) were repeated twice, but with 1.5 ml of ultra-pure water and
incubation at 95°C. All the supernatants were pooled and evaporated under vacuum (Concentrator
Evaporator RC 10.22, Jouan, Saint-Herblain, France). The dry residue was re-suspended in 1.5 ml of

ultra-pure water and was filtered on 45 um filters.

Thereafter, anion contents were determined using high performance liquid
chromatography (HPLC) with a conductivity detector (ICS3000, Thermo Scientific-Dionex, Villebon-
sur-Yvette, France). The eluent solution for anion analysis consisted of 4.05 mM Na,CO; and 1.26
mM NaHCOs; and was pumped isocratically over an analytical column (AS22 4*250 mm, Thermo

Scientific-Dionex, Villebon-sur-Yvette, France).

I.4. S, P, Cland N analysis

After drying and grinding, leaf samples were placed in sample cups and S, P and Cl were
determined with X-ray fluorescence (XRF) analysis (Portable XRF S1 TITAN 800, Bruker, Kalkar,
Germany). Quantification of each element was performed using calibration curves of samples
quantified by High Resolution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (HR ICP-MS, Thermo
Scientific, Element 2™, Bremen, Germany) ( ). For N analysis, an aliquot of each

dried sample was placed into tin capsules using a microbalance and the total N content was
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determined with a continuous flow isotope ratio mass spectrometer (Horizon, NU Instruments,

Wrexham, United Kingdom) linked to a C/N/S analyzer (EA3000, Euro Vector, Milan, Italy).

I.5. Statistical analysis

For field experiment 1, three replicates corresponding to a pool of 20 leaves of 20
independent plants were collected. Data are reported as mean + SE for n=3 and were analyzed by
Student’s test (Excel software) and marked by different letters when they were significantly
different between treatments at a given date, at P<0.05. For the second part of field experiment 2,
three replicates corresponding to a pool of 20 leaves of 20 independent plants were collected.
These data are also reported as mean * SE for n=3 and were analyzed by Student’s test (Excel
software) and marked by different letters when they were significantly different between crops at
a given date, at P<0.05, and marked by one or several asterisks when significantly different before
and after fertilization (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). All experiments on different species in
controlled conditions were conducted with four independent biological replicates. Data are
reported as mean + SE for n=4. All data of the multispecies experiment were analyzed by Student’s
test (Excel software) and marked by one or several asterisks when significantly different between

controls and S-deprived plants (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

lll. Results

IIl.1. Under field conditions, a decrease in the SO4> content was compensated by an
increase in the (CI'+NO3+P04*) contents in oilseed rape leaves leading to an

increase in the ([CI']+[NOs]+[P043]):[SO4*] ratio

For field experiment 1, S0.>, ClI, NOs and POs* contents and the
([CI+[NOs1+[P0O4>]):[SO4?*] ratio were quantified in leaves of oilseed rape at 15, 47 and 60 days
after S fertilization. Similar observations were found at 47 and 60 days after S fertilization, and to
simplify reading only the results at 60 days after S fertilization are presented. The SO4* content
(Fig. 1a-c) was decreased significantly in mature leaves by a reduction in S fertilization (from 36, 12
to 0 kg S hal), whatever the dose of N fertilization (65 or 125 kg N ha). The decrease in SOs*
content in mature leaves was compensated by an increase in CI, NOs, and PO4> contents (Fig. 1d-f).
The lowest (CI'+NOs+P0;*) content was found in mature leaves of plants fertilized with the highest

dose of S (i.e. 36 kg S ha?). The ([CI']+[NO3]+[P0O,*]):[SO4?*] ratio (Fig. 1g-i) differentiated the three
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plots according to S fertilization: 0, 12, 36 kg S ha*. Mature leaves of plants receiving N fertilization
(65 or 125 kg N ha) without S had the highest ([CI']+[NO3]+[P0O4>]):[SO4*] ratio, whereas the
mature leaves of plants with 36 kg S ha had the lowest, and mature leaves of plants with
12 kg S hapresented an intermediate ([CI']+[NOs]+[PO;*]):[SO4*] ratio.

Interactions between N and S fertilization were also found. It can be assumed that the
growth rate was mostly reduced by N unavailability. For example, 15 days after S fertilization, the
biomass of mature leaves was 5.03 + 0.38 g DW leaf? in the unfertilized plot whereas in the plot
with 65 kg N ha the biomass was 6.70 + 0.01 g DW leaf! (P<0.01). This reduced growth of N
unfertilized plants had a direct consequence on the SO4> content because SO4> requirements were
lower than in N fertilized plants, which used SO4* to ensure growth. For example, for the same S
fertilization rate, the SO4% content ( ) in mature leaves of plant without N fertilization was
significantly higher than ( ) or similar to ( ) the content in leaves of plants with N
fertilization. Moreover, compared to leaves from plants with N fertilization and without S
fertilization, the (CI'+NO3+P0,>) content ( ) in mature leaves of the N unfertilized plot was
significantly unchanged after 15 and 60 days. As a consequence, the ([CI']+[NO3]+[P04>]):[SO4*]
ratio ( ) decreased significantly ( ) or was similar ( ) in the absence of N
mineral fertilization in mature leaves, reflecting lower S requirements. In the same way, plant
growth was stimulated by a second N fertilization of 60 kg N ha (corresponding to plots with
125 kg N ha) and consequently the S requirements were increased, reducing the SO4* content in
mature leaves (P<0.05, when comparing ). The second N fertilization had no significant
impact on the (CI'+NOs+PQO4*) contents of mature leaves ( ) but these ions tended to increase
for a given dose of S fertilization (0, 12 or 36 kg S ha) compared to plants with 65 kg N ha™ ).
So, when comparing the ([CI']+[NO3]+[P0O4*]):[SO4*] ratio was increased in mature

leaves of plants receiving high N fertilization ( ), which reflected a higher requirement for S.

The same analyses were also performed with younger leaves (data not shown) but the
statistical significance of differences between plants receiving N or S fertilizations was lower than
with mature leaves. Consequently, for the other experiments only data obtained from mature

leaves will be given.

I11.2. The ([CI]+[NO3]+[PO43]):[SO4?*] ratio can be used in other plant species to

detect S deficiency under controlled conditions

The ([CI]+[NOs]+[PO4*]):[SO4*] ratio was also calculated in leaves of B. oleracea, T.

aestivum, Z. mays, M. truncatula, S. lycopersicum and B. napus grown under controlled conditions
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with or without S restriction ( ). In all species, S deficiency decreased the SO4* content in leaf
tissue and significantly increased  (CI'+NOs;+P0O,*) contents. Consequently, the
([CI+[NO5]+[P0O4*]):[SO4%] ratio was highly and significantly increased by S deficiency as soon as 3
days after treatment in B. napus, 8 days in T. aestivum, 5 days in Z. mays and 8 days in M. truncatula
and this increase was even amplified in the mid to long term. However, if no early harvest was
performed with B. oleracea and S. lycopersicum, a significant increase in the
([CI]+[NO51+[P0O4*]):[SO4*] ratio during S deficiency was found in the longer term (i.e. after 135
days of S deficiency in B. oleracea and after 75 days in S. lycopersicum). Finally, it must be pointed
out that the absolute value of this ratio was species specific, and probably a result of the intrinsic
capacity of a plant species to store SO4% in leaves, as illustrated by the two Brassica species as well

as tomato which accumulated higher levels of SO, ( ).

lI.3. The simplified ([CI]+[P]):[S] ratio could be used for an easier and faster

determination of S deficiency under field conditions

With the idea of being able to perform single field analysis, a simplification of the
measurement of the ([CI']+[NO3]+[P0,*]):[SO4?] ratio has been searched, and the first step was to
assess whether ion contents, ClI, NOs3, PO,* and SO4% were significantly correlated to the element
contents Cl, N, P and S, respectively. The resulting correlations between ion contents measured by
HPLC and element contents measured by handheld X-Ray Fluorescence spectrometry (XRF) are
given in . In oilseed rape leaves, the ions SO4*, PO,*> and ClI-were highly linearly correlated to
their respective elements S, P and Cl ( ) with correlation coefficients of 0.91, 0.70 and 0.97,
respectively. Such strong linear relationships can be easily explained by the fact that these ions
represented the main proportion of the corresponding element in mature leaves because up to 56,
70 and 95% of P, S and Cl were in the form of PO.*, SO4%, and CI, respectively. On the other hand,
no significant correlation was found between NO5” and N contents in leaves of oilseed rape ( ),
which was the result of very low NOs™ contents in leaves of plants grown under field conditions
(from 0.1 to 5 mg g!) data not shown). Consequently, for plants from field experiment 1, the anionic
ratio ([CI']+[NOs]+[PO,>]):[SO4*] was significantly correlated to the ([CI]+[P]):[S] ratio ( )by a
second order polynomial equation with a correlation coefficient of 0.94 showing a saturation
plateau for higher values of the ([CI]+[P]):[S] ratio. This previous graph was split in order to separate
data from plants harvested before flowering ( , plants harvested before fertilization and 15
days after fertilization when plants were at the start of the visible bud stage) and after flowering

( , plants harvested 47 and 60 days after S fertilization for which plants were at the stage of
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silique formation) to assess whether this ratio was affected by plant development and then to
determine putative threshold values. Before flowering ( ), both ratios were higher than after
flowering ( ) with the values being between 1.69 and 3.83 for the ([CI]+[P]):[S] ratio in plots
with high S and low S fertilization, respectively. After flowering the ([CI]+[P]):[S] ratio values ( )
were lower, between 0.19 (high S fertilization) and 2.14 (no S fertilization). Before any mineral
fertilization the ([CI]+[P]):[S] ratios of leaves were between 2.02 and 2.68 ( purple
diamonds) and without S fertilization (i.e. 0 kg S ha™, orange squares) the ratio increased and to a
lesser extent for the unfertilized plot (i.e. 0 kg S ha'and 0 kg N ha?, red squares) whereas it

decreased at 36 kg S ha! (green squares).

lll.4. Determination of threshold values of the ([CI]+[P]):[S] ratio and their use on

independent fields

Two sets of threshold values of the ([CI]+[P]):[S] ratio were determined: before flowering
with a potential use to determine whether or not S fertilization was required and after flowering to
assess whether plants were S deficient. Threshold values were then calculated from data given in

as the sum or difference between the ([CI]+[P]):[S] ratio mean and the 95% confidence
interval of S sufficient plots (36 kg S ha) and S deficient plots (0 kg S ha), respectively. The
threshold values were then 2.13 and 3.21 before flowering whereas they were 0.58 and 1.26 after
flowering. Such thresholds would allow clustering of the plots within three groups of crops: S
sufficient (ratio <2.13 or 0.58 after flowering), at risk of S deficiency (ratio between 2.13 and 3.21
or between 0.58 and 1.26 after flowering) and S deficient (ratio >3.21 or 1.26 after flowering)

( )-

This classification of oilseed rape crops into three groups, according to their S nutrition
status evaluated by the leaf ([CI]+[P]):[S] ratio, has been tested on two sets of independent
commercial crops ( ). The first set corresponds to 45 commercial crops from different locations
in France and for which leaves were harvested before flowering and S fertilization ( , field
experiment 2). The second set corresponds to 56 other commercial crops located in Calvados
(Lower Normandy, France) and for which leaves were harvested after flowering and S fertilization
( , field experiment 3). In the first case ( ), the use of the threshold values suggested
that 27, 33 and 40% of the crops analyzed before flowering would be classified as S sufficient, at
risk of S deficiency or as S deficient, respectively. After flowering ( ), 9, 36 and 55% of the

analyzed crops fell into the previously cited groups.
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In order to test if the ([CI]+[P]):[S] ratio and associated thresholds take into account the
availability of soil S and its interaction with the rate of S fertilization, the mature leaves and the soil
of four crops derived from field experiment 2 (i.e. crops # 8, 11, 20’ and 36’ represented in

) were harvested and analyzed before and after S fertilization ( ).
However, it must be stressed that soil S content on its own cannot totally reflect the S available to
the plants. These four oilseed rape crops were then classified within three groups (from S deficient
to S sufficient) according to the ([CI]+[P]):[S] ratio, determined before and after S fertilization. It
was found that before flowering and S fertilization, the lower S content in the soil, the higher the
([CN+[P]):[S] ratio and vice versa, which validated the possibility of using the ([CI]+[P]):[S] ratio as
an indicator of sulfur status ( ). After S fertilization (from 0 to 100kg S ha), the ([CI]+[P]):[S]
ratio was decreased partly due to plant development (see crop # 11’ without S fertilization in
as well as data of experiment ) but mostly as a result of the S fertilization rate. For
example, crop # 20’, classified at risk of S deficiency before S fertilization, received 100 kg S ha™*
which decreased its ([CI]+[P]):[S] ratio by 78% (from 2.64 to 0.59) and thus ascribed it to the
sufficient S availability group (lower limit of group at risk of S deficiency). Overall, the simple use of
the leaf ([CI]+[P]):[S] ratio before fertilization on these four crops indicated that crops # 8’ and 11’
would not have required any S fertilization. Nevertheless, the decrease in this ratio after flowering
suggested that these crops were S deficient with little or no S fertilization. While crops # 36’ and

20’ seemed to require S fertilization, crop # 36’ would have required a higher dose of S.

IV. Discussion

As previously reported, oilseed rape requires fairly high levels of S in order to maintain yield
and seed quality ( ). Since a general
S oligotrophication in cultivated soils has been described (

), S fertilization is usually provided to oilseed rape, but less
frequently on other cultivated crops. Moreover, the dose used or recommended does not take into
account the real needs of the plants and growth potential. This can lead to excessive or insufficient
S fertilization ( ). Hence, the development of new diagnostic tools of S deficiency,
usable under field conditions, is required. The aims of this work were to identify and validate a
diagnostic tool derived from early physiological processes occurring during oilseed rape adaptations
to S deficiency. These processes are the early mobilization of leaf vacuolar SO,* and the osmotic

compensation through the accumulation of other anions in the vacuole ( ).
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Table 2 Soil type, soil S content (mg S kg!), S and N fertilization managed by the farmers (kg S
or N hal) and the value of the ([CI]+[P]):[S] ratio in mature leaves harvested before or after
fertilization in four oilseed rape commercial crops from field experiment 2 (crops # 36’, 20’, 11’
and 8'). Status of crops have been determined within three groups (S deficient, at risk of S
deficiency and S sufficient) according to threshold values of the ([CI]+[P]):[S] ratio. Data are
given as mean + SE (n=3). *, ** and *** indicate significant difference before and after
fertilization for P<0.05, P<0.01 and P<0.001, respectively. Letters when different indicate
significant differences between crops at a given date, at P<0.05.
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IV.1. The ([CI']+[NO3]+[P0O4*]):[SO4?*] ratio as an indicator of S nutrition under field

conditions

Under field conditions, the highest CI, NOs", PO,* contents were found in mature leaves of
plants with the lowest S fertilizations having the lowest SO,* content and hence the
([CI'+[NOs1+[P0O4>]):[SO4?] ratio ( ). These higher contents of ClI', NOs and PO;* might help
to maintain the osmotic potential when SO,* is mobilized from the vacuole of mature leaves
( ). This is consistent with previous data obtained under hydroponic conditions (

). It was also found that leaves of plants grown under field conditions have accumulated CI
with the same order of magnitude that was previously found under hydroponic conditions. Indeed,
oilseed rape leaves of field grown plants accumulated anions in the same range of concentrations
found under hydroponic conditions: 2-16 mg Cl- g DW (4-20 mg CI g DW under hydroponic
culture), 0.1-3 mg PO.* g! DW (2-7 mg PO,>* g! DW under hydroponic culture) and
1-37 mg SO,* g1 DW (2-42 mg SO4*> g! DW under hydroponic culture). Only NOs  was found to
accumulate in leaves at a much lower level under field conditions (0.1-5 versus 40-70 mg NOs g
DW under hydroponic culture). The same range of NOs contents in mature leaves has been
previously reported by and in oilseed rape grown under
field conditions. Nevertheless, the ([CI']+[NOs]+[P0O43]):[SO4*] ratio was able to significantly
differentiate plants receiving different doses of S fertilization under field conditions as soon as 15
days after S supply ( ). This ratio was also found to be sensitive to N fertilization.

and reported that higher N fertilization increased plant growth
rates and consequently S requirements and hence may aggravate the S deficiency of oilseed rape
plants. Reflecting these data, in our study an increase in the ([CI']+[NO3]+[P04*>1):[SO4%] ratio with

the highest N fertilization ( ) was observed and indicated higher requirements for S.

In order to expand the potential use of this ratio to other plant species, B. oleracea, T.
aestivum, Z. mays, M. truncatula and S. lycopersicum were grown under controlled conditions and
submitted to S deficiency ( ). Whatever the species, the leaf ([CI']+[NO3]+[P0O4*>]):[SO4*] ratio
was significantly and precociously increased by reduced SO,* availability in nutrient solutions,
resulting from a disappearance in SO4* in leaves that was accompanied by an increase in
(CI'+NOs+P0O,*) content. These results strongly suggest that this ratio could be used as a diagnostic

tool for a wide range of cultivated plant species.
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IV.2. Using the ([CI]+[P]):[S] ratio instead of the ([CI']+[NO3]+[PO43]):[SO4*] ratio

Because Cl, NOs, PO;* and SO4% cannot be quantified with enough accuracy with simple
methods such as colorimetric test strips, another aim of this study was to find a way to simplify the
analysis of this anionic ratio. The first step was to determine if the leaf contents of anions and their
respective elements were correlated. Due to their consequent accumulation in their mineral form
and the resulting strong linear correlations between anions and elements ( ), quantification
of elements such as Cl, P or S can provide an easy way to determine accurately the CI,, PO4* and
S04 contents in leaf tissues. As NOs was not massively accumulated in leaves of plants grown under
field conditions ( ), we found that the
([CI]+[NOs1+[P0O4>]):[SO4%] and ([CI]+[P]):[S] ratios were highly correlated by a second-degree
polynomial equation ( ). This curve plateaued for the highest ratios and it may be suggested
that this was due to NOs” accumulation that occurred in extreme situations such as in leaves of
plants receiving high N fertilization without S supply. This ([CI]+[P]):[S] ratio was measured
accurately by handheld XRF spectrometry, directly from ground dry leaf samples, which could be
done within a few minutes in the field. Another advantage of quantifying elements instead of anions
relies on the fact that the plant samples can be stored for several hours or days after harvest

without affecting elementary quantification, which will not be the case with anions.

IV.3. Putative thresholds of the ([CI]+[P]):[S] ratio

A successful diagnostic indicator as defined by needs to show a
large response to different S fertilizations, remain stable during development, and be relatively easy
to measure with little effort and with great accuracy. Most of these criteria are respected by the
([CN+[P]):[S] indicator. The precaution to be taken with this indicator is the use of threshold values
depending on the developmental stage. According to , threshold values should
never be considered as absolute, but as a representation of a possible range resulting from
uncontrolled or unknown variables. Having an index of nutrition with constant threshold values at
different growing stages has already been questioned ( ). In
this study, two threshold values for the two groups of development stages have been determined,
allowing classification of crops into three S status groups: S deficient, at risk of S deficiency and S
sufficient, with the additional intermediate class taking into account the area of uncertainty. The
survey of the S status of 45 commercial oilseed rape crops in France, field experiment 2, has enabled

mapping of their locations according to S requirements ( ). The crops located
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in the north east of France, which corresponds to the cereal plain, was mostly S sufficient. Other
areas were more subject to S deficiency. The use of the ([CI]+[P]):[S] ratio at the end of oilseed rape
development could be complemented with other S nutrition indicators such as yield, quality or the
N:S ratio in seed, so to confirm whether fertilization had been applied correctly. Indeed, at the end
of oilseed rape development a high ratio corresponding to low S contents and/or high P and Cl
contents in mature leaves may characterize a good remobilization of S to reproductive organs.
Previous studies have shown that in response to a moderate S deficiency or a decrease in S
availability during late stage of reproductive development, oilseed rape is able to maintain its
growth and its yield components by increasing remobilization of previously stored S (especially
S04%) in leaves ( ). This was probably the case for crops
#8 and# 11 ( ), which were classified as S sufficient before flowering and with little or no S
fertilization, whereas they were classified as S deficient after flowering. The example of these two
crops also suggests that the determination of soil S content is not reliable on its own to predict the
plant S status, and which highlights the need for indicators at the plant level. Nevertheless, when
crops were classified as S sufficient after flowering, for example crop # 20’ ( ), S reserves
remained in mature leaves despite the remobilization and this confirmed that the S requirement

had been satisfied until the end of oilseed rape development.

V. Conclusions

This study firstly showed that the accumulation of anions such as CI, NOs™ and PO in
response to SO4* remobilization triggered by S deficiency also occurred in oilseed rape grown under
field conditions as previously shown in hydroponically grown plants. The same process was also
found in species of different families. The derived leaf elementary ratio, ([CI]+[P]):[S], seems to be
a reliable means to detect S deficiency under field conditions. Measurement of this ratio by XRF
presents the advantage of requiring only one measurement to be performed on ground dry matter,
which could easily be done under field conditions. Its use as a diagnostic tool of plant S nutrition
requires accurate threshold values to adjust S fertilization accordingly. A determination method for
these threshold values was suggested but will need to be tested at a larger scale (larger number of
crops, adaptation to other cultivated species). Finally, the S fertilizer recommendation derived from

this indicator will have to be verified a posteriori on yield measurement and/or seed quality.
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Supplemental data

Supplemental data SD2: Multispecies experiment under controlled conditions.
B. napus and Z. mays

Seeds of B. napus L. cv Boheme and Z. mays cv Ronaldinio were germinated on perlite over
demineralized water for seven days in the dark and then five days under natural light. Just after
first leaf emergence, seedlings were transferred to hydroponic conditions (18 seedlings per 20L-
plastic tank) in a greenhouse, between October and December for B. napus and between March
and April for Z. mays, with a thermoperiod of 20°C (day) and 15°C (night). Natural light was
supplemented with high-pressure sodium lamps (Master Greenpower T400W, Philips, Amsterdam,
Netherlands) (350 pmol m2 s of photosynthetically active radiation at the canopy height) for 16h.
The aerated nutrient solution contained: 3.75 mM KNOs, 0.5 mM MgSQ,4, 0.5 mM CaCl,, 0.25 mM
KH:PO4, 0.2 mM EDTA-2NaFe, 14 uM Hs3BOs, 5uM MnSOs, 3 pM ZnSO4, 0.7 uM  CuSOs,
0.7 UM (NH4)6M07024, 0.1 uM CoCl;, 0.04 uM NiCl; and was buffered to pH 6.6 with
0.91 mM CaCO:s. This solution was renewed according to the rate of NOs” depletion monitored daily
by using NOs test strips (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) in order to maintain optimal
nutrition conditions. After four weeks of growth for B. napus and 8 days for Z. mays, plants were
separated into two batches supplied with a modified nutrient solution chosen in order to achieve S
deficiency and to maintain the same concentration of other nutrients ( ): (i)
control plants were grown with 508.7 uM SO4%, (ii) S limited plants were grown with 8.7 uM SO42.
Nutrient solutions were renewed also according to NO5™ depletion by monitoring the NOs™ level in

the tank.

T. aestivum

Seeds of T. aestivum L. cv Sankara were germinated on perlite over demineralized water for five
days in the dark and then five days under light. Seedlings were transferred to hydroponic conditions
(30 seedlings per 7L-plastic tank) in a growth chamber, with a thermoperiod of 22°C (day) and 18°C
(night). Plants received artificial light provided by neon lamps (Lumilux cool daylight, 36W, Osram,
Munich, Germany) (100 umol m s of photosynthetically active radiation at the canopy height) for
12h. The aerated nutrient solution contained: 2 mM KNOs, 1 Ca(NOs);, 0.5 mM MgSO4, 1 mM
KH2PO4, 0.1 mM EDTA-2NaFe, 23 uM H3BOs3;, 5uM MnSO4, 2 uM ZnSO4, 0.9 uM CuSOQq,
0.3 UM (NH4)6M070324, 0.1 uM CoCl, and was buffered to pH 6 with KOH. This solution was renewed

every two or three days. After 11 days of growth, plants were separated into two batches: (i) control

74






Chapitre IV — Résultats

plants were grown with 507.9 pM SO, (ii) S limited plants were grown with 7.9 uM SO.Z, replacing
MgS04 by MgCl,.

B. oleracea

B. oleracea plants cv Nikolas were grown individually in pots filled with a mixture of perlite:
vermiculite (v:v, 1:1) in 1L pots for one month then in 2L pots for one month and finally in 8L pots
for four months. The first part of the growth period, plants were grown in a growth chamber, with
temperatures of 20°C during the day and 18°C during the night, a 14h photoperiod and a mean
photosynthetically active radiation of 100 umol m? s guaranteed by the use of neon lamps
(Lumilux soft white, L58W/840, Osram, Munich, Germany). Then plants were vernalized for two
weeks at 10°C with a photoperiod of 12h. During the second part of the growth period, plants were
transferred to a greenhouse with natural light and temperature controlled at 18°C during the day
and 10°C during the night. Plants were watered throughout the experiment, every two days in the
growth chamber and every day in the greenhouse, with a nutrient solution composed of 4.5 mM
KNOs, 3.6 Ca(NOs),, 1.4 NHsNOs, 0.3 mM MgS04, 0.1 mM MgCl,, 1 mM KH,POs, 35 mg I* Fe-EDTA
(FerVeg E13, Angibaud et spécialité, La Rochelle, France) and 3.5 mg I OligoMix (Oligoveg S2,
Angibaud et spécialité, La Rochelle, France). For S deficiency treatment the same solution described

above was used except that MgSO. was removed and MgCl, was adjusted to 0.5 mM.

S. lycopersicum

S. lycopersicum cv Plaisance s/ Emperador was grown in a greenhouse between July and December
under natural light temperatures controlled to 20°C during the day and 15°C during the night. Two
plants were cultivated per rockwool segment (Grotop, Grodan, Roermond, Netherlands) and were
watered every day by a nutrient solution containing: 1.3 mM KNOs, 4.1 Ca(NOs),, 1.7 NH4NOs3,
1.9 mM K3(SO4), 1.8 MM KH2PO4, 2.2 mM Mg(NOs),, 1.1 mM CaCly, 15 mg I'* Fe-EDTA (FerVeg E13,
Angibaud et spécialité, La Rochelle, France) and 2.5 mg I OligoMix (Oligoveg S2, Angibaud et
spécialité, La Rochelle, France). For S deficiency treatment K3(SO4) was reduced to 0.2 mM and KNO;

was adjusted to 4.7 mM.

M. truncatula

M. truncatula plants (Gaertn. A17 genotype) were grown in a randomized complete-block design in
a greenhouse temperature controlled to 20°C during the day and 18°C during the night. Artificial

lighting was used to ensure 16h light per day: 400 W sodium lamps, three lamps in 17.32 m?,
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radiation in the range 400-700 nm, and photosynthetic characteristics of 695 umol s. A number of
mature seeds exceeding about twice the number of plants needed were scarified, imbibed with
water for one day at room temperature, and then vernalized four days at 5°C. After vernalization,
seeds were germinated at room temperature for one day and then placed on a small float raft
system in the greenhouse. The germinated seeds were then set into small holes cut into styrofoam,
with their radicle growing into the nutrient solution described in Zuber et al. (2013) containing 4
mM KNOs, 4 mM Ca(NOs),, 0.3 mM MgS04, 0.9 mM MgCl;, 0.2 mM NacCl, 0.72 uM NaMoOQ,, 0.10
mM EDTA-2NaFe, 8.2 uM MnCl;, 1 uM CuCl,, 1 uM ZnCl;, 30 uM H3BOs, and 1 mM K;HPO, (pH
adjusted to 6.3 using H3PO, before addition of K;HPO,4). Homogeneous plantlets with two well-
formed trifoliate leaves were then individually grown in 3L buckets under hydroponic conditions
with vigorous aeration in the solution described above. For applying S deficiency (at a mid-
vegetative stage characterized by the appearance of tertiary branches, the S1 stage in

), the pots were rinsed with deionized water and then filled with the solution described above

except that SO,* was replaced by 1.16 mM MgCl,.

Supplemental data SD3: Composition of the two nutrient solutions used for control and S
deprivation during the treatment period of B. napus and Z. mays. Nutrient concentrations are

expressed in mM.

Nutrients Control S deprivation
KNOs 3.75 3.75
KH2PO4 0.25 0.25
EDTA, 2NaFe 0.20 0.20
MgSO, 0.50 0
CaCl, 0.50 0
MgCl> 0 0.50
CaCOs 0.91 1.41
H3BO; 1.4 x 1072 1.4 x 10
MnSO4 5x 103 5x 1073
ZnSO, 3x103 3x10°3
CuSO4 7x10% 7 x10%
(NH4)5M07024 7 x 10 7 x 10
CoCl; 1x10* 1x10*
NiCl, 4x10° 4x10°
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Chapitre V
Le transport racinaire aspécifique de certains éléments minéraux
permet l'identification d’indicateurs nutritionnels précoces :

le cas du sulfate et du molybdate

Préambule

Nos travaux antérieurs, en accord avec les données de la littérature, démontrent que I'une
des premieres réponses du colza a une limitation S, consiste a augmenter de fagon trés précoce et
massive, |'expression des genes codant des transporteurs racinaires de sulfate. Ces transporteurs
étant susceptibles de transporter aussi du molybdate, nous avons alors cherché a déterminer la
pertinence de I'utilisation d’un ratio [Mo]:[S] foliaire en tant qu’indicateur précoce du statut de
nutrition soufrée chez le colza, en conditions controlées et de plein champ ainsi que chez d’autres

especes cultivées.

Résultats majeurs :

L’accumulation foliaire de Mo intervient dés le premier jour d’une privation en S, avant
méme une baisse significative des teneurs en S. La dynamique d’accumulation du Mo est
étroitement corrélée a la cinétique d’induction du gene codant le transporteur BnaSultrl.1. En
conditions de plein champ, les teneurs en Mo augmentent dans les feuilles lorsque la fertilisation
soufrée est réduite. Le ratio [Mo]:[S] foliaire, différenciant ainsi significativement les parcelles selon
leur niveau de fertilisation S, se révele étre un indicateur pertinent et précoce pour diagnostiquer
le statut de nutrition soufrée du colza. Il semble également étre utilisable chez d’autres espéces
végétales. Des valeurs seuils de ce ratio sont testées afin de classer les parcelles de colza comme

ayant un statut suffisant en S, a risque ou déficient en S.

Ces travaux sont présentés dans le chapitre suivant correspondant a un projet d’article
intitulé « Non-specific root transport of nutrient gives access to an early nutritional indicator: the
case of sulfate and molybdate », qui sera soumis a Journal of Experimental Botany, des lors que les

contraintes de confidentialité seront levées (dépot de brevet en cours).
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Abstract

Under sulfur (S) deficiency, crosstalk between nutrients induced accumulation of other nutrients,
particularly molybdenum (Mo). This disturbed balanced between S and Mo could provide a way to
detect S deficiency and therefore avoid losses in yield and seed quality in cultivated species. Under
hydroponic conditions, S deprivation was applied to Brassica napus to determine the precise
kinetics of S and Mo uptake and whether sulfate transporters were involved in Mo uptake. Leaf
contents of S and Mo were also quantified in a field-grown S deficient oilseed rape crop with
different S and N fertilization applications to evaluate the [Mo]:[S] ratio, as an indicator of S
nutrition. A large set of commercial crops was then assessed to detect potential cases of S
deficiency in France. To test genericity of this indicator, the [Mo]:[S] ratio was also assessed with
other cultivated species under different controlled conditions. During S deprivation, Mo uptake was
strongly increased in B. napus. This accumulation was not a result of the induction of the molybdate
transporters, Mot1 and Asy, but could be a direct consequence of Sultrl.1 induction. Under field
conditions, Mo content was also increased in leaves by a reduction in S fertilization. The [Mo]:[S]
ratio significantly discriminated between the plots with different rates of S fertilization. Threshold
values were estimated for the hierarchical clustering of commercial crops according to S status. The
use of the [Mo]:[S] ratio was also reliable to detect S deficiency for other cultivated species under
controlled conditions. The analysis of the leaf [Mo]:[S] ratio seems to be a practical indicator to

detect early S deficiency under field conditions and thus improve S fertilization management.

Key words

Brassica napus, Molybdenum, S nutrition, Sulfur, Triticum aestivum

Abbreviations

DW: dry weight, HR ICP-MS: high resolution inductively coupled plasma mass spectrometry, STAS:

sulfate transporter and anti-sigma domain.
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. Introduction

It is usually assumed that plants need to maintain a certain level of homeostasis between
mineral nutrients. As a consequence, plants must constantly acquire nutrients from soil solution by
a complex network of root specific transporters whose expression is usually up-regulated during
deficiency (See forN, for K, for S). However,
some nutrients might compete for the active site of non-specific transporters ( ). For
example, non-selective cation uptake systems that are able to transport both Na* and K* have been
identified in plant root cells, such as HKT1 (a high affinity K* transporter), LCT1 (a low-affinity cation
transporter) or NSC (non-selective cation channels) ( ). As a consequence,
at higher levels of Na*, plants will take up Na* instead of K* ( ). Another case of
interactions between competitive ions present in the rhizosphere concerns sulfate (SO4%),
molybdate (Mo04%), selenate (Se04%*) and tungstate (W04>) (

). Molybdate uptake has long been assumed to occur through the sulfate transporters
( ). Indeed, these two anions are chemical analogs and both
possess a double negative charge, a tetrahedral structure, a similar size, and hydrogen-bonding
properties ( ) and therefore may compete for the binding site of

the same transporters ( ).

The sulfate transporter family consists of 14 genes in Arabidopsis that can be subdivided
into five groups according to sequence similarities (for review see ;

). The members of the first group, showing a high-affinity for sulfate, are assumed to be
principally responsible for primary root uptake. The members of the second group are also localized
in the root and shoot tissues and are considered as low-affinity sulfate transporters, while the
transporters of the third group are localized in leaf tissues. To date, the specific role of the latter
group needs to be clarified. Transporters of group four are localized in the tonoplast and are
assumed to be responsible for the efflux of sulfate from the vacuoles into the cytoplasm (

). A fifth group comprising two isoforms in Arabidopsis (AtSultr5.1 and AtSultr5.2) has
been proposed but their sequences are considerably shorter, around 450 amino acids, compared
to nearly 650 amino acids for the other groups ( ) and they do not include the
sulfate transporter anti-sigma domain (STAS), which is critical in the transport of sulfate and the
stability of transporters ( ). Thus, this latest group is different enough to be
considered as an independent family (less than 13% identity with other groups) (

). Most sulfate transporters (for example Sultrl.1, Sultr1.2, Sultr2.1, Sultr4.1 and Sultr4.2) are
strongly up-regulated by S deficiency through increased gene expression as demonstrated in

numerous plant species (
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). found that uptake of molybdate in
Stylosanthes hamata can be achieved by SHST1, a high—affinity sulfate transporter from group 1.
Molybdate uptake was not reduced when challenged with a competitive anion such as sulfate,
whereas the sulfate uptake via SHST1 was reduced in presence of molybdate (

). Another transporter from group 5, previously annotated SULTR5.2, was then identified as
the first molybdate transporter in Clamydomonas reinhardtii ( ) and
Arabidopsis ( ) and was therefore renamed
MOT1. However, the localization and the involvement of MOT1 in the uptake of molybdate remain
unclear. Indeed, reported the localization of MOT1 in plasma membranes and
in vesicle membranes, while established its localization in the mitochondria. A
second molybdate transporter, MOT2 (previously named SULTR5.1) was then identified in
Arabidopsis as being involved in molybdate export from vacuole to cytosol, especially during
translocation of molybdate into maturing seeds ( ). Another
molybdate transporter also named CrMOT2 has been described in Chlamydomonas reinhardltii
( ) and is different from its namesake described previously. The
knockdown expression of this CrMot2 gene leads to a reduction of molybdate uptake proportional
to the decrease in its transcript level ( ). More recently, a homolog of
CrMot2, (named Asy for Abnormal Shoot in Youth) has been reported in higher plants (

). Its localization in the plasma membrane together with the severe phenotypes in asy mutants
supplied with sufficient Mo suggest that the ASY transporter is crucial for molybdate uptake (

).

have demonstrated an antagonistic relationship between the sulfate and
molybdate uptake by plants. Previous studies in Brassica napus ( ) and Brassica
juncea ( ) showed an accumulation of Mo in response to S limitation. These
authors suggested that the repression of sulfate uptake observed under S deficiency could be due
to molybdate binding to the active sites of the root sulfate transporters, which was favored by the
lack of competition with sulfate. Moreover, showed under field conditions
that a significant accumulation of Mo in Triticum aestivum plants with low S fertilization was
concomitant with the increased expression of root sulfate transporters. It has also been shown that
mineral S application leads to a significant decrease in Mo concentration and uptake in B. juncea
( ) and Brassica oleracea ( ) or that
the absence of sulfate in nutrient medium causes a significant accumulation of Mo in Solanum
lycopersicum ( ). Considering the effects of S deficiency on the Mo

accumulation previously described, it could be hypothesized that the leaf [Mo]:[S] ratio might serve
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as an indicator of S nutrition to predict S deficiency. For S-demanding crops such as oilseed rape, S
deficiency provokes multiple plant physiological changes leading to losses in yield and seed quality
through modified lipid and protein composition of seeds (

). It has already been suggested
that the analysis of plants rather than soil via total S, SO or N:S, malate:sulfate or
([CI]+[NOs]+[P0O4>]):[SO4?] ratios could be used to detect plant S requirements (for review see

) but these parameters are affected by growth stage and
growth rates or need laboratory analyses, making them unreliable as diagnostic indicators (

). It is therefore essential to find an accurate indicator of
plant S status that is suitable as a reliable and relevant diagnostic tool under field conditions in
order to evaluate the S requirements of B. napus and of other important cultivated species in the

context of the high risk of S deficiency.

The main objectives of this work were to study the interaction effects between S and Mo
uptake and accumulation in oilseed rape. The first objective was to confirm that Mo accumulation
occurred during S deprivation in oilseed rape under controlled conditions, with a precise kinetic
description of Mo uptake together with the transcript levels of genes encoding sulfate and
molybdate transporters. Additionally, the putative molybdate uptake by sulfate transporters was
assessed in Atsultrl.1and Atsultrl.2 Arabidopsis mutants grown under S deficiency. The second
objective was then to investigate how the [Mo]:[S] ratio in leaves of oilseed rape grown under field
conditions was affected by S and N fertilization, and consequently if it constitutes a relevant early
indicator to predict the risk of S deficiency at a larger scale. Finally, the last objective was to test
the functionality of the [Mo]:[S] ratio as an indicator of S deficiency in other cultivated species such
as B. oleracea, T. aestivum, Zea mays, Pisum sativum and Solanum lycopersicum grown under

controlled conditions.

Il. Materials and Methods

I.1. Hydroponic experiments and tissue sampling

Seeds of B. napus L. var. Boheme were germinated on perlite over demineralized water for
seven days in the dark and then five days under natural light. Just after the first leaf emergence,
seedlings were transferred to hydroponic conditions (18 seedlings per 20L-plastic tank) in a
greenhouse, between October and December, with a thermoperiod of 20°C (day) and 15°C (night).

Natural light was supplemented with high-pressure sodium lamps (Master Greenpower T400W,
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Philips, Amsterdam, Netherlands) (350 pmol m2 s of photosynthetically active radiation at the
canopy height) for 16h. The aerated nutrient solution contained: 3.75 mM KNOs, 0.5 mM MgSOQ,,
0.5 mM CaCl,, 0.25 mM KH,PO4, 0.2 mM EDTA-2NaFe, 14 pM H3BOs, 5 uM MnSOs, 3 UM ZnSOs,
0.7 uM CuSO4, 0.7 UM (NH4)sM07024, 0.1 uM CoCl;, 0.04 uM NiCl, and buffered to pH 6.6 with
0.91 mM CaCO:s. This solution was renewed according to the rate of NOs depletion monitored daily
by using NOs test strips (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) in order to maintain optimal

nutrition conditions.

After 4 weeks of growth, plants were separated into two batches supplied with a modified
nutrient solution chosen in order to achieve S deficiency and to maintain the same concentration
of other nutrients: (i) control plants (+S) were grown with 508.7 uM SO4%, (ii) S-deprived plants (-S)
were grown with 8.7 UM S04 ( ). These nutrient solutions were also
renewed according to NOs™ depletion by monitoring the NOs" level in the tank (at the end of the

experiment this was about every two days).

Four independent samples each consisting of four individual plants were harvested at day
0 and after 1, 2, 3,7, 13, 21 and 28 days of treatment. Leaves present at the beginning of treatment
applications (d0) were identified and marked, and these organs were referred to as “emerged
leaves”, while leaves appearing during treatments were harvested separately as “new emerging
leaves”. At each date of harvest, whole roots from control and depleted plants (-S) were also
harvested. Thereafter, leaves, petioles and roots were frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C
for further analysis. An aliquot of each tissue was freeze-dried for dry weight (DW) determination
and ground, using an oscillating grinder (MM400, Retsch, Haan, Germany), to fine powder for

element analysis.

I.2. Field experiments and plant sampling

The experimental site was selected from a previous study ( ) showing an S
deficiency in B. napus L. grown in 2009. This field of 11.3 ha was located at Ondefontaine, France
(48°59'18.69" N, 00°41'56.70" W). A winter oilseed rape crop (B. napus L., 95% cv DK Exstorm and
5% cv Alicia) was sown with a density of 35-40 plants m? on 27 august 2013. The previous crop was
spring barley (Hordeum vulgare L.). Chemical analyses of the loam soil provided an S content of
220 mg kg and a pH value of 6.4. Before crop establishment, organic fertilizer (40 m3 ha of bovine
manure) was applied to the whole field corresponding to 122 kg N ha'and 44 kg S ha™. The field

was separated into seven randomized plots fertilized with different doses of N and S mineral
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fertilizer. One plot was unfertilized. Other plots were fertilized on 27 February 2014 with three
different doses of S fertilizer at 0, 12 and 36 kg S ha® with a combined fertilizer comprising
ammonium and nitrate and sulfuric anhydride, 26% N and 36% SOs; and complemented with
ammonium nitrate to obtain 65 kg N ha™ on each plot. Then, on 27 March 2014, a second N
fertilization with 60 kg N ha (liquid N containing 50% urea, 25% ammonium and 25% nitrate) was

applied to three plots, which thus received 125 kg N ha™ after two fertilizer applications.

Five harvests were performed between January and July 2014: before fertilization (at the
rosette stage and at the start of stem elongation (GS30), January 30" 2014 and February 12" 2014),
15 days after S fertilization (start of the visible bud stage (GS50), March 14" 2014), 47 days after S
fertilization (silique formation stage (GS70), April 15™" 2014) and finally after 60 days (silique
formation stage (GS70), April 28" 2014). Two batches of leaves comprising mature leaves (from the
lower canopy) and young leaves (from the higher canopy), each of them consisting of three
replicates of 20 leaves, were randomly collected from each plot. Leaves were freeze-dried for DW
determination and ground, using an oscillating grinder (MM400, Retsch, Haan, Germany) to fine

powder for further analysis.

Forty-five commercial crops of oilseed rape were selected in France according to different
locations (given in ), different agricultural practices (dose of fertilizers,
previous crop, tillage), and under contrasting soil and climate conditions that may affect SO4*
leaching and hence SO.* availability. The farmers, identified with the help of DATAGRI (Lyon,
France), collaborated in the present study. Crops have been numbered arbitrarily, from 1’ to 45’.
Two batches of leaves comprising mature leaves (from the lower canopy) and young leaves (from
the higher canopy), each of them consisting of 20 leaves, were randomly collected from each of the
45 fields in February 2014, just at the end of winter corresponding to the start of stem elongation

(GS30) and before fertilization. Leaves were freeze-dried before laboratory processing.

I.3. Multispecies experiment under controlled conditions

In order to assess whether data obtained with B. napus could be extrapolated to other
species, experiments using B. oleracea, T. aestivum, Z. mays, S. lycopersicum and P. sativum grown

under controlled conditions were conducted under different culture conditions described in

84






Chapitre V — Résultats

with optimal and sub-optimal S alimentation. Leaves were harvested and

frozen immediately in liquid nitrogen and stored at -80°C until freeze-drying for further analysis.

Il.4. Element analysis by mass spectrometry

For the analysis of total N and S contents, an aliquot of around 4 mg DW of each plant organ
sample was placed in tin capsules for total N and S analysis in order to analyze between 60 and 80
pg N. The total N amounts and S amounts in plant samples were determined with a continuous flow
isotope mass spectrometer (Nu Instruments, Wrexham, United Kingdom) linked to a C/N/S analyzer
(EA3000, Euro Vector, Milan, Italy). The total N or S amount (Nt Or Stot) in a tissue “i” at a given

time “t” was calculated as:

% Ni_t(OT Si,t)XDWi,t
100

Niot (07 Stor) =

P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mo, Mn, B, Ni and Na in samples were quantified by High Resolution
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (HR ICP-MS, Thermo Scientific, Element 2™,
Bremen, Germany) with prior microwave acid sample digestion (Multiwave ECO, Anton Paar, les
Ulis, France) using 800 pL of concentrated HNOs (Thermo Fischer, lllkirch, France), 200 uL of H,0,
(SCP SCIENCE, Quebec, Canada) and 1mL of Milli-Q water for 40 mg DW. For the determination by
HR ICP-MS, all the samples were spiked with two internal-standard solutions, gallium and rhodium
(SCP SCIENCE, Quebec, Canada), for a final concentration of 10 and 2 pg.L?, respectively, diluted to
50 ml with Milli-Q water to obtain solutions containing 2.0% (v/v) of nitric acid, then filtered on a
40 um teflon filtration system (Courtage Analyses Services, Mont-Saint-Aignan, France).
Quantification of each element was performed using external standard calibration curves. The
quality of mineralization and analysis were checked using a certified reference material of Citrus
leaves (CRM, Certified Reference Material, NCS ZC73018, Sylab, Metz, France). The amount of each

element in each tissue was then calculated as previously explained for N and S.

I.5. Reverse transcription (RT) and q-PCR analysis

Total RNA was extracted from 200 mg of root and leaf fresh matter as previously described
( ). For RT, 1 ug of total RNA was converted to cDNA with an iScript cDNA synthesis
kit according to the manufacturer’s protocol (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). Q-PCR
amplifications were performed using specific primers ( ) for each housekeeping gene (EF1-a

and 18S rRNA) and target genes (BnaSultrl.1, BnaSultrl.2, BnaASY, BnaMot1). Q-PCRs were
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Table 1: Accession number and Q-PCR primer sets. EF1-a and 18S rRNA were housekeeping
genes used for relative gene expression by Q-PCR analysis.

Gene Accession Forward Reverse
number

EFl-a DQ312264 5’-gectggtatggttgtgacct-3° 5’-gaagttagcagcacccttgg-3’
18SrRNA X16077 5’-cggataaccgtagtaattctag-3” | 5’-gtactcattccaattaccagac-3’
BnaSultrl.1 AJ416460 5'-agatattgcgatcggaccag-3' | 5'- gaaaacgccagcaaagaaag-3’
BnaSultrl.2 AJ311388 5'-ggtgtagtcgetggaatggt-3' | S'-aacggagtgaggaagagcaa-3'
BnaAsy XM 009145653 | 5'-tcacgctcatctcccaaagt -3’ 5'-agtcctacacacgectcaaa -3’
BnaMotI NM 128127 5'-ctcgecaggatttggactta-3' 5'-agatccccaacacgaacaag-3'

whole plant

Biomass (g DW plant'!)

Time (days)

Figure 1: Change in whole plant biomass (g DW plant?)
of B. napus L. in control (+S, black line), and S-deprived
(-S, dashed line) plants during the 28 days of the
experiment. Data are given as the mean * s.e. (n=4). *,
** and *** indicate significant difference between
control and S-deprived plants for P<0.05, P<0.01 and
P<0.001, respectively.
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performed with 4 ul of 100x diluted cDNA, 500 nM of primers, and 1x SYBR Green PCR Master Mix
(Bio—Rad, Marne—la—Coquette, France) in a real-time thermocycler (CFX96 Real Time System, Bio—
Rad, Marne—la—Coquette, France). A program of three steps composed of an activation step at 95°C
for 3 min and a denaturing step of 40 cycles at 95°C for 15 s followed by an annealing and an
extending step at 60°C for 40 s was used for all pairs of primers ( ). For each pair of primers,
a threshold value and PCR efficiency was determined using a cDNA preparation diluted >10-fold.
For all pairs of primers, PCR efficiency was around 100%. The specificity of PCR amplification was
examined by monitoring the presence of the single peak in the melting curves after g-PCRs and by
sequencing the g-PCR product to confirm that the correct amplicon was produced from each pair
of primers (Eurofins, Ebersberg, Germany). For each sample, the subsequent g-PCRs were
performed in triplicate. The relative expression of the genes in each sample was compared with the
control sample (corresponding to control plants at d0) and was determined with the delta delta Ct
(AACt) method using the following equation: relative expression = 22, with AACt=ACtsample-
ACtcontrol and with ACt = Ctrarget gene — Cthousekeeping gene (fOr calculations, we considered the geometric
mean between Ct of the housekeeping genes), where Ct refers to the threshold cycle determined
for each gene in the exponential phase of PCR amplification. Using this analysis method, relative
expression of the target gene in the control sample was equal to 1 ( ),

and the relative expression of other treatments was then compared with the control.

Il.6. Statistical analysis

For each measurement, hydroponic experiments on B. napus were conducted with four
independent biological replicates constituted of four individual plants, except for g-PCR analysis,
which was conducted with three biological replicates. Data are given as mean * SE for n=4 (or n=3
for g-PCR data). All data of the hydroponic experiment were analyzed by Student’s test (Excel
software) and marked by one or several asterisks when significantly different between controls and
S-deprived plants (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001). Under field conditions, for the study of
different fertilization rates on an S deficient field, three replicates corresponding to a pool of 20
leaves of 20 independent plants were collected. Data are given as mean  SE for n=3 and were
analyzed by Student’s test (Excel software) and marked by different letters when they were
significantly different between treatments at a given date, at P<0.05. All experiments on different
species in controlled conditions were conducted with four independent biological replicates, except
for P. sativum culture with three replicates. Data are reported as mean + SE for n=4 (or n=3 for P.

sativum data). All data of the multispecies experiment were analyzed by Student’s test (Excel
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Figure 2: Changes in uptake of macro (N, P, K, S, Ca and Mg) and micronutrients (Fe, Cu, Zn,
Mn, Mo, B and Na) in B. napus after 21 days of S deprivation. A theoretical uptake by S-
deprived plants was calculated for each nutrient, which reflects the uptake expected by S-
deprived plants if DW was identical to control plants. Change in nutrient uptake was calculated
as the difference between S-deprived and control plants and expressed as % of uptake
achieved by control plants. Data are given as the mean * s.e. (n=16). *, ** and *** indicate
significant differences between control and S-deprived plants for P<0.05, P<0.01 and P<0.001,
respectively.
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software) and marked by one or several asterisks when significantly different between controls and

S-deprived plants (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001).

Ill. Results

lll.1. S deprivation reduced S, N, K, Ca, B and Na uptake but strongly increased Mo

uptake

Plant growth rates were similar for control and S-deprived plants until the 7®" day of S
deprivation (Fig. 1) and were then significantly reduced. For example, after 21 days, the biomass of
S-deprived plants decreased by 29% compared to the biomass of control plants. To overcome the
biomass reduction, a theoretical uptake by S-deprived plants was calculated for each nutrient
(Fig. 2) using the DW of control plants and the nutrient concentration measured in S-deprived
plants. This theoretical uptake reflects the uptake expected by S-deprived plants if DW production
was identical to control plants. As expected, after 21 days of S deprivation, S uptake decreased
by -100.7 + 0.90% relative to control plants. The uptake of some nutrients was reduced in line with
the reduction in the growth rate or more strongly: for N (-8.7 £ 1.06%), K (-20.2 + 0.88%),
Ca (-22.0£2.41%), Na (-23.4 £ 1.85%) and B (-52.9 £ 2.82%). Conversely, S deprivation strongly
increased the uptake of Mo by 197.0 + 10.73%. The uptake of P, Mg, Fe, Cu, Zn and Mn were not

significantly affected by S deprivation.

lll.2. S deprivation strongly and immediately increased uptake of Mo without

induction of molybdate transporter genes.

In S-deprived plants, plant S content (Fig. 3A) remained at a nearly steady state level,
revealing a lack of significant S uptake from potential trace amounts in the nutrient solution. In
control plants, the plant S content steadily increased with time and was significantly higher than in
S-deprived plants from 3 days of S deprivation. Plant Mo content (Fig. 3B) increased with time in S-
deprived plants, similar to control plants, but at a significantly greater rate; for example by 2.23 fold
relative to control after 28 days of S deprivation. From the first day, the Mo content was significantly
increased by 28% in S-deprived plants relative to control i.e. before a significant difference in S
content that occurred after only 3 days. As a consequence, the [Mo]:[S] ratio at the whole plant

level (Fig. 3C) significantly increased as early as one day after S deprivation, and was increased by
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Figure 3: (A) Cumulated S and (B) Mo contents (mg plant?) in B. napus control (+S, black line) or S-
deprived (-S, dashed line) plants. (C) Kinetic of the [Mo]:[S] ratio in B. napus from control (+S, black
line) or S-deprived (-S, dashed line) plants. (D) Effect of S deprivation on relative expression of root
transporters: BnaSultrl.1, BnaSult2.1, BnaAsy and BnaMot1 genes expressed in % of control plants.
The insert provides the correlation between Mo uptake and the relative expression of BnaSultrl.1.
Data are given as the mean * s.e. (n=4 or n=3 for g-PCR data). *, ** and *** indicate significant
differences between control and S-deprived plants for P<0.05, P<0.01 and P<0.001, respectively.
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about 21 fold after 28 days of S deprivation. In control plants, the [Mo]:[S] ratio remained constant

as a function of time.

The relative expression of genes encoding different molybdate (BnaMot1 and BnaAsy) and
sulfate (BnaSultrl.1and BnaSultrl.2) transporters was quantified in roots during the 28 days of
treatment ( ). A very strong accumulation of BnaSultrl.1 transcripts occurred during the first
7 days and remained at a steady state level between 7 and 21 days. The BnaSultr1.2 transcript level
was also significantly up-regulated, but to a lesser extent than BnaSultrl.1 in response to S
deprivation from the first day of treatment. In contrast, expression of genes encoding root
molybdate transporters (BnaMOT1 and BnaASY) ( ) was not affected by S deprivation despite
the strong increase in Mo uptake by S-deprived plants ( ). The relative expression of
BnaSultr1.1 appeared to be correlated with Mo uptake (polynomial order 2, R?=0.98) during the 21

days of S deprivation (insert ).

l11.3. Inleaves of S-deprived plants, Mo and S contents changed in opposite ways

Under hydroponic conditions, no matter which leaves were assayed (emerged leaves or
new emerging leaves), the S content steadily increased with time in control plants ( ).
Predictably and according to deprivation, in emerged leaves from S-deprived plants the S content
significantly decreased as early as 2 days after S deprivation ( ). The S content decreased with
the same pattern in new emerging leaves ( ). Molybdenum content steadily increased with
time in the two groups of leaves of control plants but the accumulation of Mo was significantly and
rapidly (from 1 day) increased by S deprivation and until the end of the experiment ( ).
Compared to control plants, the Mo content in emerged leaves ( ) was increased by 197% and
84% after 7 and 28 days of S deprivation, respectively. The increase in Mo content was even more
pronounced in new emerging leaves ( ) where it increased by 637% and 253% after 7 and 28
days of S deprivation, respectively. In these two groups of leaves, the [Mo]:[S] ratio ( )
strongly increased with time in S-deprived plants and remained at a constant level in control plants.
Indeed, there was significant increase of 45% in the [Mo]:[S] ratio in emerged leaves ( ) after
the first day of S deprivation and after 28 days this increase reached 1256%. At the same time, the

[Mo]:[S] ratio in new emerging leaves ( ) was also increased by 3158% in S-deprived plants.
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Figure 4: Kinetic of (A-B) S and (C-D) Mo contents (mg g'* DW) and (E-F) the [Mo]:[S] ratio in
emerged (on the left) and new emerging (on the right) leaves of B. napus from control (+S,
black line) or S-deprived (-S, dashed line) plants. Data are given as the mean * s.e. (n=4). *, **
and *** indicate significant differences between control and S-deprived plants for P<0.05,
P<0.01 and P<0.001, respectively.
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l1l.4. Under field conditions, lower S availability increased leaf Mo content and hence

the [Mo]:[S] ratio

The S content, Mo content and the [Mo]:[S] ratio were also quantified in mature ( )
and young leaves ( ) of oilseed rape grown under field conditions, 15, 47 and
60 days after S fertilization. To simplify reading, only the data after 47 days are presented because
the results obtained at 60 days showed similar trends. Sulfur content ( ) was decreased
significantly in mature leaves by a reduction in S fertilization (from 36, 12 to 0 kg S ha™), whatever
the level of N fertilization (65 or 125 kg N ha). The highest Mo content ( ) was found in
mature leaves of plants receiving N fertilization and with no or low S fertilization (0 or 12 kg S ha™).
The [Mo]:[S] ratio ( ) differentiated the plots according to S fertilization: 0, 12 and
36 kg S ha. Indeed, mature leaves of plants with N fertilization (65 or 125 kg N ha) and without S
had the highest [Mo]:[S] ratio, whereas mature leaves of plants with 36 kg S ha™ had the lowest
[Mo]:[S] ratio and mature leaves of plants with 12 kg S ha had an intermediate [Mo]:[S] ratio. The
same trends were also found in young leaves ( ) but the effect of S

fertilization on the [Mo]:[S] ratio was slightly higher in mature leaves.

Interactions between N and S fertilization were also found. It can be assumed that the
growth rate was mostly dependent on the N fertilization rate. For example, 15 days after S
fertilization, the biomass of mature leaves was 5.03 + 0.38 g DW leaf! in unfertilized plot whereas
in plot with 65 kg N ha® and 0 kg S ha the biomass was 6.70 + 0.01 g DW leaf? (P<0.01, data not
shown). The supply of N mineral fertilization had a direct negative consequence on S content in
leaves as a result of the increased growth rate. Indeed, the leaf S content of unfertilized plants was
significantly higher than ( ) or similar to ( ) the S content in mature leaves of
plants receiving N fertilization for the same S fertilization rate. Consequently, the Mo content in
leaves in unfertilized plot was similar to ( , at 15 days after Sfertilization) or significantly lower
than ( , at 47 days after S fertilization) mature leaves of plants receiving N fertilization. As a
result, the [Mo]:[S] ratio was significantly lower ( ) in the absence of N mineral fertilization

in mature leaves, than in N fertilized plots with no S, therefore reflecting lower S requirements.

In the same way, plant growth was stimulated by a second N fertilization of 60 kg N ha
(corresponding to plots with 125 kg N ha?) and the relative S content in mature leaves was reduced.
For example, when comparing , the S content in mature leaves of plants with
125 kg N ha* was significantly lower (P<0.05) than for plants with 65 kg N ha™ and for a given level
of S fertilization (0, 12 or 36 kg S ha). In contrast, the N fertilization rate had no significant effect
on the Mo content of mature leaves ( compared to ). As a result, when comparing

mature leaves of plants receiving 125 kg N ha*( ) to 65 kg N ha* ( ), the [Mo]:[S] ratio
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bars) or 125 kg N ha? (full bars). Within the same graph, letters when different between
fertilization treatments indicate significant differences for P<0.05.
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was higher in leaves of plants with a higher N fertilization, regardless of the rate of S fertilization,

which also reflected the higher requirement for S of N fertilized plants.

Threshold values of the [Mo]:[S] ratio were then determined 15 days after S fertilization,
corresponding to development stage in mature leaves of oilseed rape before flowering, to
determine whether or not S fertilization was required. Threshold values of the [Mo]:[S] ratio were
calculated as the sum or difference between the means of data presented in and the 95%
confidence intervals for S sufficient plots (36 kg S ha?, 1.63) and of S deficient plots
(0 kg S ha't, 2.83), respectively. Such thresholds would allow clustering of the plots into three
groups: S sufficient (ratio <1.61), at risk of S deficiency (ratio between 1.61 and 2.83) and S deficient
(ratio >2.83). This classification into three groups has been tested on 45 commercial oilseed rape
crops from different locations in France and for which mature leaves were harvested before
flowering and S fertilization ( ). The use of these threshold values suggested that 18, 24 and

58% of the crops were classified as S sufficient, at risk of S deficiency and S deficient, respectively.

lIl.5. Test of genericity of the [Mo]:[S] ratio as S-deficiency indicator

The [Mo]:[S] ratio was calculated in leaves of other cultivated species: B. oleracea, T.
aestivum, Z. mays, P. sativum and S. lycopersicum, grown in controlled conditions. In all species, S
content was significantly reduced and Mo content was significantly increased by S deficiency
( ). For example, in B. napus the Mo content increased as early as 1 day after deprivation, in
T. aestivum as early as 2 days and in Z. mays as early as 5 days of S deficiency, whereas the S content
was reduced later. Consequently, the [Mo]:[S] ratio was highly and significantly increased by S
deficiency following 1 day of treatment in B. napus, 2 days in T. aestivum, 5 days in Z. mays and this
rise was amplified over time. For B. oleracea, P. sativum and S. lycopersicum, no early harvest was
performed, but significant increases in leaf Mo content and in the [Mo]:[S] ratio were found after
20, 19 and 65 days, respectively. Values of the [Mo]:[S] ratio were species-dependent, with values
ranging from 3 to 250 in control plants and from 27 to 5934 in S-deprived plants, as a result of a

high accumulation of Mo in B. napus, T. aestivum and in Z. mays.
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Figure 6: Classification of 45 commercial oilseed rape crops
from different locations in France (see Supplemental data
SD1) according to their [Mo]:[S] 10* ratio in mature leaves
guantified before flowering and S fertilization. Threshold
values of the [Mo]:[S] 10* ratio classified these oilseed rape
crops into three S status groups: S deficient, at risk of S
deficiency and S sufficient plants.
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IV. Discussion

IV.1. Perturbations of Mo homeostasis by non-specific transport of molybdate and

sulfate

It is usually assumed that plant nutrient contents are tightly regulated through balanced
activities of membrane transporters that mediate the uptake and distribution of nutrients so that
a relative compositional homeostasis is maintained. However, under deficiencies, crosstalk induces
unavoidable accumulations of some nutrients that upsets the balance and modifies the ionomic
composition of plant tissues (Baxter et al., 2008). In our study, among all mineral nutrients, only
Mo uptake was strongly increased by S deficiency in B. napus ( ) leading to its accumulation in
leaves ( ). From the first day of S deprivation, the Mo content was dramatically increased by
128% in S-deprived plants relative to plants continuously supplied with S. This accumulation of Mo
in response of S deficiency has previously been reported in Brassicaceae species. Schiavon et al.
(2012) reported that S deficient B. juncea accumulated significantly more Mo than control plants.
Conversely, the supply of S significantly decreased the uptake of Mo by B. oleracea (

), B. juncea ( ) and by B. napus ( ).

Two root membrane molybdate transporters have been reported so far as responsible for
Mo uptake in plants: MOT1 ( ) and ASY ( ). In our study, under
S deprivation, the expression of BnaMot1 and BnaAsy remained similar to control plants ( )
and consequently, it may be assumed that the increase in Mo uptake was not a result of an
induction of these specific Mo transporters. This is consistent with previous work reporting that
root TaeMotl expression in T. agestivum was not significantly affected by S deficiency despite
increased concentration of Mo in plant tissues ( ). Indeed, the involvement of
MOT1 in plant Mo uptake remains unclear as recent results established the localization of MOT1 in
mitochondria ( ) and not in plasma membranes and in vesicle membranes as
previously proposed by . Alternatively, some authors have suggested that the
accumulation of Mo could be due to non-specific transport by sulfate carriers (
). Indeed, molybdate and sulfate through their similar chemical properties (charge, size,
structure, bonding-properties) could compete for the same binding sites (

). In our results, others genes (BnaSutrl.1 and BnaSultr 1.2) encoding high-affinity
sulfate transporters of group 1 have been studied in order to clarify their ability to also transport
molybdate. The increased uptake of Mo in S-deprived plants was strongly correlated with an
increase in BnaSultrl.1 expression at least during the first 7 days ( ). Similarly, in T. aestivum,

under S deficiency expression of genes encoding the sulfate transporters, TaeSultrl.1 and
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TaeSultrd.1, increased and coincided with a 3.7 fold increase in Mo contents in grain (
). Regardless of the correlation between Mo uptake and the expression of BnaSultrl.1
( ), to determine the role of Sultrl.1 and Sultrl.2 in the uptake of Mo a collaborative
experiment using Atsultrl.1 and Atsutrl.2 mutants is under progress (Stanislav Kopriva, Botanical
Institute and Cluster of Excellence in Plant Science, University of Cologne). Pending the data from
this experiment, data available on the Purdue ionomics information management system (See
and http://www.ionomicshub.org/arabidopsis/piims/showlIndex.action) have
been selected for Atsultrl.1 and Atsultrl.2 mutants ( ). The double KO of Atsultri.1 and
Atsultrl.2 transcription led to a decrease in the S and Mo content ( ), suggesting that these
two transporters could be involved in the uptake of S and Mo. Moreover, the content of Mo in the
Atsultrl.1 mutant was reduced. In the Atsultr1.2 mutant the content of S was increased suggesting
that the expression of the AtSultr1.1 gene was upregulated to maintain the uptake of S, which could
lead to an increase in Mo uptake, as suggested by the increase in Mo content in leaves. Therefore,
the overall results suggest that a very early increase in Mo uptake following S deprivation is a direct
consequence of the strong and early increased expression of Sultrl.1 encoding a root sulfate

transporter.

IV.2. A potential indicator derived from early molecular events

Under field conditions, the Mo and S contents also changed in opposite ways in leaves of
plants submitted to different S fertilization rates. The lowest Mo contents were found in leaves of
plants with the highest S fertilization that had the highest S content. Reciprocally, the highest Mo
and lowest S contents were found in leaves of plants supplied with the lowest S fertilizations
( ). Similar low Mo content in leaves in S fertilized plants
and a range of leaf concentrations (i.e. between 1 and 3 pg g DW) have been previously reported
by in oilseed rape plants and by in cabbage under field
conditions. However, the leaf Mo contents obtained in our field experiment were lower than those
found under hydroponic conditions. This can easily be explained by the fact that the Mo
concentration in the nutrient solution was far higher than in the soil solution, nevertheless, the
trend of Mo accumulation during S deficiency was similar. Because of the opposing variations in
leaf S and Mo contents, the [Mo]:[S] ratio was lower in plants with an optimal S fertilization than in
plants with reduced S fertilization ( ). In our study, the
[Mo]:[S] ratio therefore discriminated different rates of S fertilization and revealed the S status of

plants.
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Table 3 (provisional): Data extracted from the Purdue ionomics information management system
related to S and Mo contents in lines (Line median in ug g?) of the Arabidopsis single mutant KO,
Atsultrl.1 or Atsultrl.2, and of the Arabidopsis double mutant KO, Atsultr1.1-1.2, and in wild type
(Background median in pg g). Median percentage change was the difference between the content
in mutant and wild type. P values are given for n>4. Sulfur and Mo contents were estimated from 34S
and from °>Mo (in Atsultr1.1) or as Mo (in other mutants), respectively.

Atsultrl.1-1.2 DKO Atsultrl.1 KO Atsultr].2 KO
Tray 2042 - Poth
Tray 2042 - Potd Tray 399 - Potb .
78730 single mutant
sultrl;1 1;2 DKO SALK 093256 homo ()
S Line Med (ug g') 5340 N/A 8063
Background Med (ug g1) 6527 N/A 6527
% Difference Med -18.18 N/A 23.53
P value 0.02360 N/A 0.01280
Mo Line Med (ug gt) 0.6395 6.029 1.721
Background Med (ug g!) 1.188 7.227 1.188
% Difference Med -46.15 -16.58 44.92
P value 0.000E-1 0.000E-1 0.07670
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It was also found that the increase in plant growth rates that were triggered by N

fertilization increased plant S requirements, resulting in a decrease in the S content in oilseed rape

leaves under field conditions ( ) as previously reported
( ). A second N fertilization (60 kg ha*) had no major impact on the Mo content of
leaves, while the leaf Mo content was lower in N unfertilized plants ( compared to

). This lower Mo accumulation found in unfertilized plants could be
explained by a reduced growth rate and thus by lower S requirements. As a consequence, N
fertilization could interfere in the evolution of the [Mo]:[S] ratio. Indeed, a supplementary N
fertilization increased the [Mo]:[S] ratio and the total lack of N fertilization decreased the [Mo]:[S]
ratio ( ). Nevertheless, this ratio still allowed differentiation

of the plots with different rates of S fertilization.

To allow the effective use of the [Mo]:[S] ratio under field conditions, threshold values are
required to estimate the S status of oilseed rape crops, and a first estimation has been calculated
from a field experiment using different levels of S fertilization. According to these threshold values,
three S status groups were defined: S deficient, at risk of S deficiency and S sufficient, with the
additional intermediate class taking into account the area of uncertainty. The study of 45
commercial oilseed rape crops in France suggested that more than 50% were potentially S deficient
( ), highlighting the need for optimizing S fertilization practices. However, more accurate
determination of [Mo]:[S] ratio threshold values would require a larger set of experiments during
which S fertilization would need to be modulated and the effects on seed yield and quality

monitored.

Because oilseed rape is well known for its high S requirements, other cultivated species
such as B. oleracea, T. aestivum, Z. mays, P. sativum and S. lycopersicum have been tested ( )
for their response to S deficiency. In all of them, the leaf [Mo]:[S] ratio was significantly increased
by reduced S availability, as a result of a decrease in leaf S content coupled with an accumulation
of Mo. The general response pattern can also be supported by results from the literature with the
same or different species, for example, globe amaranth (Gomphrena globosa) ( ),
cabbage ( ), wheat ( ) and tomato (

). Aincrease in the [Mo]:[S] ratio resulting from an inadequate S supply seems to be a general

response of higher plants, whatever their intrinsic requirements for S.

Overall, the analysis of the leaf [Mo]:[S] ratio is a practical alternative to detect early S
deficiency under field conditions, given that molecular indicators require laboratory analysis and

use of control plants, which are not easily performed under field conditions. Alternatively, new
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breakthrough technologies using X ray fluorescence or laser metal analysis, also available as

portable field tools, would allow an easy quantification of the [Mo]:[S] ratio.
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Supplemental data

Supplemental data SD1: Composition of the two nutrient solutions used for control and S
deprivation during the treatment period of B. napus and Z. mays. Nutrient concentrations are

expressed in mM.

Nutrients Control (+S) S deprivation (-S)
KNOs3 3.75 3.75
KH2PO4 0.25 0.25
EDTA, 2NaFe 0.20 0.20
MgSO0. 0.50 0
CaCly 0.50 0
MgCl, 0 0.50
CaCOs 0.91 1.41
H3BO; 1.4x 1072 1.4x 102
MnSO, 5x 103 5x 103
ZnS0, 3x103 3x10°3
CuSO,4 7x10* 7 x10*
(NH4)6M07024 7 x10* 7 x10*
CoCl, 1x10* 1x10*
NiCl, 4x10° 4x10°

Supplemental data SD3: Growth conditions used for multispecies experiment.
Z. mays

Seeds of Z. mays cv Ronaldinio were germinated on perlite over demineralized water for seven days
in the dark and then five days under natural light. Just after first leaf emergence, seedlings were
transferred to hydroponic conditions (18 seedlings per 20L-plastic tank) in a greenhouse, between
March and April, with a thermoperiod of 20°C (day) and 15°C (night). Natural light was
supplemented with high-pressure sodium lamps (Master Greenpower T400W, Philips, Amsterdam,
Netherlands) (350 pmol m? s of photosynthetically active radiation at the canopy height) for 16h.
The aerated nutrient solution contained: 3.75 mM KNQOs, 0.5 mM MgSO4, 0.5 mM CaCly, 0.25 mM
KH;PO4, 0.2 mM EDTA-2NaFe, 14 uM Hs3BOs3, 5uM MnSOs, 3 pM ZnSO4, 0.7 uM  CuSOa,
0.7 UM (NH4)6M07024, 0.1 uM CoCl;, 0.04 uM NiCl, and was buffered to pH 6.6 with
0.91 mM CaCO:s. This solution was renewed according to the rate of NOs depletion monitored daily
by using NOs test strips (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) in order to maintain optimal
nutrition conditions. After 8 days of growth, plants were separated into two batches supplied with
a modified nutrient solution chosen in order to achieve S deficiency and to maintain the same

concentration of other nutrients ( ): (i) control plants (control) were grown
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with 508.7 uM SO4%, (ii) S limited plants (-S) were grown with 8.7 uM SO42. Nutrient solutions were

also renewed according to NOs™ depletion by monitoring the NOs™ level in the tank.

T. aestivum

Seeds of T. aestivum L. cv Sankara were germinated on perlite over demineralized water for five
days in the dark and then five days under light. Seedlings were transferred to hydroponic conditions
(30 seedlings per 7L-plastic tank) in a growth chamber, with a thermoperiod of 22°C (day) and 18°C
(night). Plants received artificial light provided by neon lamps (Lumilux cool daylight, 36W, Osram,
Munich, Germany) (100 pmol m2 s of photosynthetically active radiation at the canopy height) for
12h. The aerated nutrient solution contained: 2 mM KNOs, 1 Ca(NOs);, 0.5 mM MgS0O4, 1 mM
KH,PO4, 0.1 mM EDTA-2NaFe, 23 uM H3BOs3, 5uM MnSO4, 2 UM ZnSO4, 0.9 UM CuSOq,
0.3 UM (NH4)6M070324, 0.1 uM CoCl; and was buffered to pH 6 with KOH. This solution was renewed
every two or three days. After 11 days of growth, plants were separated into two batches: (i) control
plants were grown with 507.9 uM SO, (ii) S limited plants were grown with 7.9 uM SO.Z, replacing
MgS04 by MgCls.

B. oleracea

B. oleracea cv Nikolas plants were grown individually in pots filled with a mixture of perlite:
vermiculite (v:v, 1:1) in 1L pots for one month then in 2L pots. Plants were grown in a growth
chamber, with temperatures of 21°C during the day and 18°C during the night, a 14h photoperiod
and a mean photosynthetically active radiation of 100 pmol m s was guaranteed by the use of
neon lamps (Lumilux soft white, L58W/840, Osram, Munich, Germany). Plants were watered
throughout the experiment, every two days with a nutrient solution composed of 4.5 mM KNOs,
3.6 Ca(NOs),, 1.4 NH4NOs, 0.3 mM MgSQ4, 0.1 mM MgCl,, 1 mM KH,PO,, 35 mg I Fe-EDTA (FerVeg
E13, Angibaud et spécialité, La Rochelle, France) and 3.5 mg It OligoMix (Oligoveg S2, Angibaud et
spécialité, La Rochelle, France). For S deficiency treatment the same solution described above was

used except that MgS0, was removed and MgCl, was adjusted to 0.5 mM.

S. lycopersicum

S. lycopersicum cv Plaisance on Emperador was grown in a greenhouse between April and July
under natural light temperatures controlled to 20°C during the day and 15°C during the night. One
plant per 1L pot was cultivated for one month and transferred to 3L pots filled with a mixture of

perlite: vermiculite (v:v, 1:1) and were watered every day by a nutrient solution containing: 5.2 mM
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KNOs, 6.2 Ca(NOs),, 0.5 NHsNOs, 1.8 mM KH,P04, 1.9 mM MgS040.3 mM MgCly, 15 mg I Fe-EDTA
(FerVeg E13, Angibaud et spécialité, La Rochelle, France) and 3.5 mg I OligoMix (Oligoveg S2,
Angibaud et spécialité, La Rochelle, France). For S deficiency treatment the same solution described

above was used except that MgSO, was removed and MgCl, was adjusted to 2.2 mM.

P. sativum

P. sativum L. plants (genotype Cameor) were grown in a randomized complete-block design in a
greenhouse temperature controlled to 19°C during the day and 15°C during the night. Artificial
lighting was used to reach 16h light per day: 400 W sodium lamps, 6 lamps in 17.32 m?, radiation in
the range 400-700 nm, and photosynthetic characteristics of 695 pmol s. Pea seeds were directly
sown at 2 cm depth in 2L pots containing 25% sand (type B3, Biot, France) and 75% perlite. Thee
mature seeds were sown per pot, then after emergence, only one seedling was kept in each pot.
Control plants were supplied with a nutrient solution containing 4 mM KNOs, 2 mM Ca(NOs), 0.3
mM MgS04, 0.9 mM MgCl,, 0.2 mM NaCl, 0.72 uM Na;Mo0s, 0.10 mM FeNa-EDTA, 8.2 uM MnCl,,
1 uM CuCl3, 1 uM ZnCl;, 30 uM HsBOs, 1 mM K;HPO, (pH adjusted to 6.3 using HsPO4 before addition
of K;HPQO4). An automatic plant watering system, with two drippers per pot, was used for all plants.
For applying S deficiency (at the eight-leaf stage), the pots were rinsed with 4x2L of deionized water

and SO, from the solution described above was replaced by 1.16 mM MgCl,.
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Supplemental data SD4: (A, B, C) S content (mg g DW), (D, E, F) Mo content (ug g* DW) and (G, H, 1)
the [Mo]:[S] 10* ratio (to simplify reading the [Mo]:[S] ratio is presented with a multiplier factor
of 10%) in young leaves of B. napus grown under field conditions after (A, D, G) 15 and (B, C, E, F,
H, I) 47 days of fertilization. Plants received no mineral fertilization (hatched bars, 0 kg S.ha?,
0 kg N.hal), or 0 kg S ha? (white bar), 12 kg S ha™ (grey bar) or 36 kg S ha! (black bar) with
65 kg N ha* (dashed bars) or 125 kg N ha* (full bars). Within the same graph, letters when different
between fertilization treatments indicate significant differences for P<0.05.
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Tableau VI.1 Récapitulatif des avantages et des inconvénients concernant [|'utilisation des
indicateurs de la nutrition soufrée proposés dans la littérature.

Avantages Inconvénients

Indicateurs
Grilles, modéles ou sol

Indicateurs plantes
macroscopiques

1%
[
=
g
E
=
O
2
de!
1%
Q
+~
c
io
o
wn
—
=)
()
=
©
9
o
o

Grilles de décision ou
d’évaluation

Modélisation

Analyses de sol

Diagnostic visuel

OAD optiques

S0,% ou Stotal
(OAD Nutricheck)

Molécules
organiques :
glutathion ou amides
Expression des génes

Ratio N:S

Ratio
S0, :Stotal
ou HI-S:Stot

Ratio malate:sulfate

Auteurs ayant

proposé l'indicateur

Arvalis et COMIFER

McGrath et Zhao, 1995

- Scherer, 2001

- Scherer, 2009

- Méthode Scott
Schnug et Haneklaus,
1998

- Fluorimetrie (SADEF-
Laco)

- Réflectométrie - GPN
soufre (Société grande
paroisse)

- Randall et al., 1981

- Scaife et Burns, 1986
- Pinkerton, 1998

- Société Challenge
Agriculture

-Zhao et al., 1996

- Blake-Kalff et al., 1998
et 2000b

Howarth et al., 2009

Rasmussenetal., 1977

- Spencer et Freney,
1980
-Jones et al., 1980

- Blake-Kalff et al.,
2000a,b et 2004

Tient compte de multiples
facteurs: sol, pluviométrie,
précédent cultural...

Prédit les risques de
déficiences en S au
Royaume-Uni

Prend en compte le S du sol
potentiellement disponible
pour la culture

Détecte les carences sévéres
enS

- Pratique, utilisable au
champ

- Détecte une limitation en S
potentiellement avant
I"apparition des symptémes
- Réponse ample

- Une seule mesure
analytique

- SO,% plus sensible que
Stotal

- SO,? facilement mesurable
au champ par 'OAD
Nutricheck

Réponse précoce

Réponse précoce et ample

Varie peu au cours du
développement

Peu d’effet de I'age de la
plante

- Varie trés peu pendant le
développement de la plante
- Méme valeur seuil tout au
long de la culture

- Nécessite une seule
méthode analytique

- Indépendant du type de sol
et des espéces

- Impactfaible de la
fertilisation N

Indique une carence
potentielle selon
I'environnement de la culture
et non pas selon les besoins
réels de la plante

- Trop large échelle, ne
permet pas de pronostic
parcellaire

Résultats imprécis trop de
variabilité et d’interférences
extérieures

- Trop tardif

- Probleme de spécificité

- Probléme de spécificité
- Non adapté a la culture de
colza en plein champ

- Varie au cours du
développement sans
chronologie cohérente

- Echantillonnage précis
(organe et stade de
développement)

- Probleme de spécificité

- Références du Nutricheck
non validé sur colza au champ
- Au champ teneurs en
glutathion peu variables

- Probléme de spécificité

- Analyses moléculaires au
champ peu envisageables en
routine

- Echantillonnage précis
(organe et stade de
développement)

- Erreur diagnostic possible
selon fertilisation N

- Deux paramétres non
indépendants

- Nécessite deux méthodes
analytiques

- Mise en évidence sursola
forte probabilité de réponse a
la fertilisation S

- Valeurs seuils a réévaluer
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Chapitre VI

Discussion générale et perspectives

I. Discussion générale

De par ses réles physiologiques variés et essentiels, le S est un élément indispensable au
bon développement des plantes et a celui du colza, culture trés exigeante pour cet élément. Dans
le contexte actuel, les rejets atmosphériques soufrés, ayant considérablement chuté au cours des
derniéres décennies, ne suffisent plus a compenser au moins partiellement les exportations de S
par le colza. L'oligotrophisation des sols en S qui en résulte peut avoir des conséquences non
négligeables sur le rendement et la qualité des produits récoltés. Les agriculteurs sont donc amenés
a amender leurs cultures a I'aide de fertilisants soufrés selon des préconisations générales, pas
toujours adaptées aux besoins réels de la culture, ou plus rarement, a I'aide d’indicateurs pas
toujours fiables ou simples a utiliser en conditions de plein champ. En effet, les indicateurs proposés
dans la littérature ne sont pas toujours optimaux pour diagnostiquer le statut soufré de la plante,
comme le montre le résumant les avantages et inconvénients des différents
indicateurs actuellement disponibles. Dans ce contexte, il apparaissait donc essentiel d’identifier et
de développer de nouveaux indicateurs de la nutrition soufrée du colza permettant de
diagnostiquer de fagon précoce, fiable et spécifique I'état de cette derniére afin de pouvoir gérer
au mieux la fertilisation soufrée par rapport aux besoins réels des cultures. Ainsi, I'objectif général
de cette thése consistait a : i) étudier la cinétique précise de réponse du colza a une privationen S
en conditions controlées afin d’en dégager des indicateurs reposant sur des mécanismes
physiologiques précoces et pouvant permettre de diagnostiquer le statut soufré de cette culture,
ii) valider les indicateurs précédemment mis en évidence en condition de plein champ et
développer une méthode simple d’analyse et d’interprétation pouvant, a terme, conduire au
développement d’un Outil d’Aide a la Décision (OAD) et iii) valider la généricité de ces indicateurs
sur un plus large panel d’espéces. Finalement, certains éléments du seront repris tout
au long de cette discussion afin d’apporter des éléments de comparaison entre les indicateurs mis

en évidence lors de nos travaux et ceux déja proposés dans la littérature.
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Chapitre VI — Discussion générale et perspectives

I.1. L’étude cinétique de la réponse du colza a une privation en soufre permet de
proposer deux nouveaux indicateurs indépendants et complémentaires de la

nutrition soufrée

L’étude cinétique d’une réponse a une privation en S du colza, cultivé au stade rosette en
conditions controlées (hydroponie), a permis de révéler deux périodes de réponse. La premiere
phase dite « précoce » et intervenant durant les 13 premiers jours de privation en S, est sans effet
sur la croissance de la plante. La seconde phase, dite « tardive », se traduit par une réduction de
croissance, celle des parties aériennes atteignant -40 % aprés 28 jours de privation en S, associée a
des perturbations métaboliques, les principales concernant le métabolisme azoté (Figure VI.1). Au-
dela de 13 jours de privation, nous avons pu observer une diminution de I’absorption (Figure 7A,
Chap. ) et de I’assimilation du nitrate se traduisant notamment par une réduction de I'expression
de certains génes codant des transporteurs de nitrate (BnaNrt2.1, (Figure 8B, Chap. II1)), de I'activité
nitrate réductase (Figure 7B, Chap. Ill) et une accumulation de nitrate (Figure 3D, Chap. lll) et
d’acides aminés non soufrés (Figure 5A, Chap. Ill). Cette accumulation d’acides aminés non soufrés
pourrait exercer un rétrocontréle négatif sur I'absorption du nitrate et son assimilation, en
particulier sur I'activité nitrate réductase (

) et ainsi expliquer I'accumulation de nitrate qui se produit en réponse a une
privation en S. Les accumulations d’acides aminés et de nitrate pourraient également expliquer en
grande partie la diminution importante du potentiel osmotique foliaire (diminution maximum de
34 % apres 28 jours de traitement) qui intervient tardivement en réponse a la privation en S. Enfin,
outre les perturbations du métabolisme azoté intervenant au-dela de 13 jours de privation, nous
avons pu observer une baisse significative des teneurs foliaires en Na* (Figure 4A, Chap. Ill) et K*
(Figure 4B, Chap. Ill) (résultant probablement de la sous expression de transporteurs racinaires
aspécifiques tels que HKT1 par exemple, ), en Ca?* (Figure 4D, Chap. III) et
en sucres solubles (Figure 5C, Chap. I}, cette derniere traduisant probablement une réduction de
I’activité photosynthétique. Un autre cation, le Mg?* (Figure 4C et Figure 6, Chap. Il1) est quant a lui
accumulé dans les feuilles lors d’une privation en S, ce qui pourrait étre lié a I'une des nombreuses
interactions existantes entre cations bivalents (une limitation en Ca?* augmente I'absorption de
Mg?*, notamment) telles que décrites par

. De fagon plus surprenante, nous n’avons pas mis en évidence de modifications
significatives, méme tardives, de la teneur en acides organiques des feuilles (Figure 5B, Chap. Ill) ni
méme de malate, acide organique majoritaire, (analyses métaboliques non présentées dans ce

document), pourtant utilisé au sein de I'indicateur malate:sulfate (Tableau VI.1) proposé par
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Afin de mettre en évidence de nouveaux indicateurs précoces de la nutrition soufrée, il
paraissait peu pertinent de se focaliser sur les mécanismes impliqués lors de cette phase de
réponse tardive a une limitation en S durant laquelle la diminution de croissance est déja
importante et les symptomes de carence bien visibles.

Nous avons donc cherché a mettre en évidence des mécanismes de réponse précoce a la
limitation en S correspondant aux 13 premiers jours de traitement pendant lesquels la croissance
de I'ensemble des parties aériennes est maintenue ( ). En réponse a une privation de S,
la remobilisation des réserves soufrées, stockées majoritairement sous forme de sulfate vacuolaire,
repose notamment sur l'induction de I'expression des genes codant les transporteurs
tonoplastiques de sulfate (BnaSultr4.1 et BnaSultr4.2, ), significative des le
2°™e jour de privation, mécanisme déja largement décrit dans la littérature (

). La remobilisation du sulfate vacuolaire se traduit dés
le 32m¢ jour de privation par une réduction significative des teneurs en SO,> des feuilles présentes
avant I'application de la privation (i.e. Emerged leaves) ( ) mais aussi par les
teneurs trés faibles (<0,5 mg.g* de matiére séche) des feuilles houvellement émergées durant la
privation en S (i.e. New emerging leaves) ( ). Il faut noter que ces faibles teneurs
en SO4% ont également été observées, avec les mémes ordres de grandeur, en conditions de plein
champ dans les feuilles de plantes issues de parcelles non fertilisées en S ( ).

En dépit de cette diminution des teneurs foliaires en sulfate, il a été constaté que le
potentiel osmotique restait stable et similaire aux plantes témoins durant la phase précoce de
réponse a une privation en S en conditions hydroponiques ( ). Ce résultat est en
cohérence avec une étude récente conduite par montrant que chez le colza, le
potentiel osmotique des feuilles diminue significativement au-dela de 9 jours de déficience en S. Ce
maintien du potentiel osmotique peut s’expliquer par laccumulation de composés
osmotiquement actifs dans les feuilles tels que le NOs', le PO, et le CI- ( ).
Ce mécanisme de compensation osmotique a été confirmé lors I'étude comparative entre la
privation en S et en Cl, en considérant que le Cl est peu métabolisé dans la plante et donc exerce
un réle essentiellement osmotique ( ). En effet, la privation en
Cl appliquée n’a pas eu d’impact physiologique significatif (croissance identique au témoin) et le
potentiel osmotique a été maintenu ( ) via une compensation de la diminution
de la teneur foliaire en CI par une accumulation d’autres composés tels que le NOs, le PO4> et les
acides organiques ( ). Les mécanismes de compensation osmotique de la
remobilisation du sulfate par d’autres anions ont également été validés chez d’autres especes en
conditions controlées (mais, blé, tomate, chou-fleur et Medicago truncatula ( ).

lIs ont été validés en conditions de plein champ pour la culture du colza.
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En effet, lors de I'expérimentation conduite en plein champ sur colza, I'ensemble de ces anions (CI
+NO3;+P0O4>) est accumulé dans les feuilles de plantes qui n’ont pas recu de fertilisation S (

). De plus, nous avons pu constater que tous ces ions (5042, ClI', PO,*, excepté le NO3
) sont accumulés avec globalement les mémes ordres de grandeur en conditions de plein champ et
en hydroponie. Seul le nitrate est accumulé a un niveau beaucoup plus faible dans les feuilles en
conditions de plein champ (entre 0,1 et 5 mg.g* de matiére séche) comparé a I’hydroponie (40-70
mg.g?! de matiére séche) pour laquelle la nutrition azotée est maintenue constamment optimale.
Ces faibles concentrations foliaires en nitrate avaient déja été relevées lors d’autres études menées
sur colza en conditions de plein champ ( ). L'un des
résultats a priori surprenant de ces études concerne les teneurs en Cl assez élevées dans les tissus
de plantes cultivées en hydroponie et issues du champ. Le Cl" et sa contribution significative au
potentiel osmotique, proche quantitativement de celle du SO.> ( ), comme
I'illustrent les données obtenues sur parcelles expérimentales et dans le cadre du réseau de
parcelles agricoles ( ), prend donc une importance que nous n’avions pas

soupgonnée initialement.

Nous avons également pu constater que, conjointement a I'induction des génes codant des
transporteurs de sulfate tonoplastiques BnaSultrd.1 et BnaSultr4.2, I'expression des génes codant
les transporteurs de sulfate racinaires BnaSultrl.1 et BnaSultrl.2 étaient également trés
fortement augmentée (+190 et 1043 %, respectivement) en réponse a la privation en S et ce dés le
1°" jour de traitement ( ). Laugmentation de I'expression de ces genes a été déja
largement décrite dans la littérature ( ) et
de facon plus originale, elle s’Taccompagne d’une augmentation tout aussi précoce et significative
de la teneur en Mo dans les feuilles ( ). En termes de cinétique de réponse, lors
de l'expérimentation en conditions contrélées, I'accumulation de Mo suit exactement la
dynamique d’induction du géne codant le transporteur Sultrl.1 pendant les 7 premiers jours de
privation comme le suggére I'encart de la . L'ensemble de ces résultats suggere
que le Mo serait transporté par les transporteurs de sulfate. Toutefois, cette hypothese devrait étre
vérifiée via I'utilisation de mutants Knock-Out sultrl.1 d’Arabidopsis. Ces expérimentations sont
actuellement en cours, en collaboration avec le Professeur S. Kopriva (Université de Cologne).
Cependant, cette hypothese peut d’ores et déja étre appuyée par les résultats obtenus par

qui ont montré chez le blé que le transporteur MOT1 ne peut pas expliquer
a lui seul I'accumulation forte de Mo en réponse a une limitation en S et que cette augmentation
des teneurs en Mo était conjointe a I'augmentation de I'expression des genes codant les

transporteurs de sulfate tels que par exemple Sultr1.1 et Sultr4.1. l’analyse de la teneur foliaire en
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Mo constituerait donc une méthode indirecte pour suivre I’augmentation de I’expression des
transporteurs de sulfate, qui peuvent étre considérés comme des indicateurs moléculaires
précoces et spécifiques, mais dont I'expression reste difficilement mesurable au champ. Méme si

ont mesuré I'expression de divers transporteurs lors d’expérimentation au
champ et que défend I'idée d’utiliser les modifications d’expression des génes
comme indicateur de la nutrition soufrée, cela nous semble difficilement envisageable dans un
contexte de développement d’'un OAD pouvant donner un diagnostic rapide de I'état de nutrition
d’une culture en plein champ. C'est pourquoi, nous nous sommes focalisés sur le dosage des
teneurs en Mo, plutdt que sur I'analyse moléculaire de I'expression des genes, en conditions de
plein champ. Ainsi, nous avons montré qu’en conditions de plein champ, les teneurs foliaires en
Mo permettent de différencier significativement un niveau faible de fertilisation soufrée
(0 unité de S) d’un niveau élevé (36 unités de S) ( ). Nous avons aussi pu
constater que les teneurs en Mo au champ sont beaucoup plus faibles (de I'ordre du ug.g?) que
celles mesurées en conditions contrdlées (de I'ordre du mg.g™). Ceci s’explique par la trés forte
concentration de Mo de la solution nutritive utilisée traditionnellement a ’'lUMR, mais cela n’affecte
pas les modifications relatives induites par le niveau de disponibilité en S. Enfin, nous avons pu
montrer que cette accumulation foliaire de Mo, en réponse a une privation ou a une limitation
en S, semble générique car elle a été observée pour toutes les espéces végétales que nous avons

testées a savoir le mais, le blé, la tomate, le chou-fleur et le pois ( ).

L'ensemble de nos résultats nous a permis de proposer deux indicateurs de la nutrition
soufrée : le premier correspondant au ratio ([CI']+[NOs]+[P0O4*]):[SO4*], dont la réponse & la
limitation en S est précoce. Cet indicateur a ensuite été simplifié en utilisant des analyses
élémentaires plutét qu’anioniques ( ) pour des raisons pratiques qui seront
exposées plus tardivement. Le ratio ([CI]+[P]):[S] qui en résulte sera, dans la suite du document,
qualifié d’indicateur de remobilisation puisqu’il traduit la compensation osmotique consécutive a
la remobilisation du sulfate. Le deuxiéme indicateur proposé est le ratio [Mo]:[S], dont la variation,
encore plus précoce que l'indicateur précédent, révele I'induction massive de I'expression des
génes codant les transporteurs racinaires BnaSultrl.1 et BnaSultrl.2 aboutissant a une
augmentation rapide de I'absorption du molybdate lors d’une limitation en S. Par simplification,
nous qualifierons dans la suite du document ce ratio [Mo]:[S] d’indicateur d’absorption.

Compte tenu de I'indépendance des processus physiologiques impliqués, les indicateurs
d’absorption et de remobilisation sont complémentaires et leur utilisation conjointe pourrait

permettre de lever certains risques d’interférences qui seront discutés dans la suite du document.
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I.2. Mise en ceuvre d’une méthode simple de mesure des indicateurs en conditions

de plein champ

Dans le cadre de la mise en ceuvre d’'une méthode de mesure simple des indicateurs, il était
important de ne pas se focaliser sur un rang de feuilles précis a prélever mais de proposer une
description simple du type de feuilles a prélever par les agriculteurs. Lors de notre étude visant a
tester nos indicateurs en conditions de plein champ, nous avons ciblé deux types de feuilles : les
feuilles matures correspondant aux feuilles du bas du couvert et les feuilles jeunes correspondant
a celle du haut du couvert végétal. Contrairement a ce qui a été reporté dans la littérature (

) et observé lors de notre expérimentation en
conditions controlées ( ), les feuilles matures de colza en
condition de plein champ répondaient plus fortement que les feuilles jeunes aux différents
niveaux de fertilisation soufrée. Toutefois, il faut considérer que les feuilles jeunes (« New
emerging leaves »), analysées en conditions controlées et donc en situation extréme (privation
totale de S), se sont développées en absence totale d’apport de S, ce qui n’est pas le cas des feuilles
jeunes en conditions de plein champ, pour lesquelles on peut imaginer une disponibilité certes
faible en S mais avec un apport par absorption plus ou moins constant. Le nombre de feuilles a
prélever est également un facteur important a prendre en compte, il doit permettre d’étre assez
représentatif de la parcelle mais ne doit pas étre trop contraignant pour permettre un préléevement
rapide. Pour la culture de colza, nous avons choisi de prélever 20 feuilles de plantes différentes afin
d’intégrer la variabilité intra-parcellaire et d’avoir une quantité d’échantillon suffisante pour
procéder a I'ensemble des analyses envisagées. Si le prélevement de 20 feuilles agées semble
convenir pour le colza, il serait probablement nécessaire de I'adapter pour d’autres cultures, telles

que celle du blé ou du mais par exemple.

Au dela des démarches précédentes, nous avons aussi cherché a développer des méthodes
de mesures simples et utilisables en plein champ avec I'objectif a moyen terme de développer un
OAD. La premiére approche a consisté a utiliser des bandelettes colorimétriques afin de doser les
concentrations des anions d’intérét pour I'indicateur de remobilisation dans le jus cellulaire extrait
des feuilles. Des essais successifs nous ont permis de montrer qu’une extraction optimale des

anions peut étre tout d’abord assurée par congélation de disques foliaires a l'intérieur d’une

seringue puis par pression sur la seringue apreés décongélation pour extraire le jus cellulaire. Une
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analyse des extraits obtenus par des bandelettes colorimétriques de type Merck® permet de
différencier des parcelles fertilisée ou non en S, mais avec toutefois une relative imprécision. En
effet, cette analyse semi quantitative fournit une gamme de concentrations dans laquelle se situe
I’échantillon, liée de plus a I'appréciation de la couleur de la bandelette par I'expérimentateur.

Dans un deuxieme temps et dans le cadre d’une collaboration initiée entre le CMI du
groupe Roullier et la société NG Biotech, nous avons participé a I'élaboration d’un systeme de
détection colorimétrique reposant sur une détection immunologique indirecte du SO4*. Si les
premiers résultats étaient prometteurs (forte précision méme pour les faibles teneurs), nous
n’avons pas poursuivi cette approche compte tenu notamment des co(ts de développement requis
pour les autres anions (NOs’, PO;* et CI)

La troisieme démarche envisagée, en partie rapportée dans le chapitre IV des résultats,
visait a estimer indirectement la teneur en anions grace a la quantification des éléments principaux
qui les composent. Nous avons ainsi démontré que les teneurs en Cl, SO4* et dans une moindre
mesure en PO,* pouvaient étre estimées par I'intermédiaire des teneurs en Cl, S ou P (

). Le NOs", compte tenu de son faible niveau d’accumulation en condition de plein champ,
n’a pas été pris en compte pour la construction de I'indicateur de remobilisation ([CI]+[P]):[S]. Ce
dernier est par ailleurs fortement corrélé avec le ratio anionique ([CI']+[NOs]+[P043>1):[SO*]
(R2de 0,94 ; ). Enfin, un autre avantage d’une quantification élémentaire (plutét que de
celle des anions), réside dans le fait que I'échantillon a analyser n’a pas nécessité a étre conservé
au froid entre I’échantillonnage et son analyse, ce qui permet une plus grande flexibilité.

Nous avons ensuite testé des méthodes de quantification reposant sur des technologies
assez récentes dont l'utilisation est pour l'instant restreinte aux domaines de la géologie, de
I’'analyse des sols ou des métaux. L’analyse par fluorescence des rayons X, disponible sous forme
d’appareils portables permet, selon les fabricants, de quantifier via une mesure unique,
pratiquement tous les éléments du tableau périodique dont la masse atomique (M) est comprise
entre celle du magnésium (M=24) et celle de I'uranium (M=238). Nous avons donc testé un de ces
équipements ( ), en utilisant des poudres végétales préalablement analysées par ICP-
MS-HR et montré que la quantification en quelques minutes des concentrations en S et en P était
possible dans la gamme de concentrations trouvées usuellement dans les tissus végétaux
( ). De fagon identique, en procédant a des apports d’ajouts dosés de NaCl a une
poudre de saccharose, la quantification du Cl est elle aussi possible ( ). Par contre,
I’analyse du Mo requise pour l'indicateur d’absorption, s‘est avérée plus difficile compte tenu d’'une
sensibilité insuffisante de I'’équipement pour détecter de faibles concentrations en Mo comme
celles trouvées au champ chez le colza ([Mo]<3 ppm). Il conviendra alors soit d’optimiser cette

technologie (compression préalable de I’échantillon végétal par exemple) afin de pouvoir doser les
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droite.
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faibles teneurs en Mo, soit d’utiliser une technique de laboratoire offrant une meilleure résolution
(Torche plasma couplée a un spectrométre de masse ou a un détecteur optique, de type ICP-MS ou

ICP-OES).

Le succes du diagnostic dépend du choix déterminant et pertinent de la valeur critique, qui
a défaut peut entrainer des erreurs de diagnostic de I'état de nutrition de la culture. Dans notre
étude, les valeurs seuils des indicateurs de remobilisation et d’absorption ont été calculées a partir
des données obtenues lors de I'expérimentation au champ sur la parcelle oligotrophe en S, selon
I'intervalle de confiance a 95 % des valeurs moyennes des parcelles bien alimentées en S (36 kg.ha™)
et des parcelles non-alimentées en S (0 kg.ha?). Au vu des variations des ratios au cours du
développement de la plante, deux groupes de valeurs seuils ont été déterminés, I'un adapté a la
période de pré-floraison et I'autre en post-floraison. Ceci impose donc une contrainte de ne pas
pouvoir utiliser les mémes valeurs seuils tout au long de la culture alors que d’autres indicateurs le
permettraient comme le ratio malate:sulfate. Les seuils ainsi calculés ont permis de classifier les
parcelles au sein de trois groupes en fonction de leur statut soufré : suffisant en S, a risque ou
déficient en S. En général dans la littérature, pour un indicateur donné, les auteurs proposent une
seule valeur seuil unique permettant de discriminer les cultures suffisantes ou déficientes en S.
Dans notre étude nous considérons une classe intermédiaire supplémentaire (a risque de déficience
en S) ce qui nous permet de tenir compte de la zone d’incertitude du diagnostic. Compte tenu de
la disponibilité d’échantillons de feuilles de colza obtenus sur deux réseaux de parcelles agricoles
(issus d’une part d’'une enquéte menée par le CMI et assurée par Datagri et d’autre part de I'étude
de , hous avons testé I'utilisation de ces seuils afin de déterminer la prévalence,
a priori, d’'une limitation de la nutrition soufrée. L'indicateur d’absorption ( ) et
I'indicateur de remobilisation ( ) utilisés en période de pré-floraison et donc de
fertilisation suggérent respectivement que 40 a 58 % des parcelles sont déficientesen S,33 a3 24 %
seraient exposées a un risque de déficience en S, alors que 27 a 18 % ne seraient pas limitées en S.
En période post-floraison, I'indicateur de remobilisation suggére que 55, 36 et 9 % des parcelles
sont déficiente en S, a risque de déficience en S et suffisante en S, respectivement. Il s’agit toutefois
d’une approche qui reste exploratoire, les valeurs seuils n’ayant été déterminées qu’a partir d’'une
seule parcelle expérimentale et que I'effet d’une éventuelle limitation de la nutrition S n’a pas été
validée par des mesures de rendement ou de qualité des graines du réseau de parcelles utilisées. Il

sera donc nécessaire de réévaluer et d’affiner les valeurs seuils pour un diagnostic plus fiable du
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Tableau VI.2 Principales caractéristiques des indicateurs de remobilisation
(([C+[P]):[S]) et d’absorption ([Mo]:[S]) proposés comme indicateur de la
nutrition soufrée.

Indicateur de Indicateur
remobilisation d’absorption

([Ci]+[P):[S] [Mo]:[s]

Caractéristiques
de laréponse

Précocité

Sensibilité
Durabilité

Spécificité ? ?

Facilité de mesure ++ + (S) et - (Mo)
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statut soufré des cultures de colza, les pistes envisagées seront exposées dans la partie

« Perspectives » de ce document.

I.3. Intéréts d’une utilisation conjointe des indicateurs de remobilisation et

d’absorption

Le résume les caractéristiques principales que doit posséder un bon indicateur
de la nutrition soufrée et indique si les deux indicateurs proposés répondent ou non a ces critéres.
Comme nous avons pu le voir précédemment, les indicateurs de remobilisation et d’absorption
posseédent des caractéristiques essentielles comme la précocité, 'ampleur de variation, la
sensibilité, la durabilité de la réponse et potentiellement une certaine facilité de mesure (excepté
pour le Mo qui nécessiterait une quantification en laboratoire). Nous avons également pu constater
que ces deux indicateurs diminuent au cours du développement de la plante (

), de méme que les valeurs seuils que nous avons estimées (pré- et post-
floraison). Il n’en subsiste pas moins que l'intérét de ces indicateurs réside avant tout sur une
utilisation pour optimiser la fertilisation donc a un stade précoce antérieur a la montaison ou a la
floraison. De plus, I'utilisation de ces ratios représente un avantage considérable par rapport a
I'utilisation des valeurs absolues comme les teneurs en S total ou en sulfate qui présentent une
variabilité sans chronologie cohérente au cours du développement de la plante (

).

Nous avons cherché a déterminer les corrélations potentielles entre les indicateurs
proposés et vis-a-vis d’autres parametres que nous avons mesurés lors de I'expérimentation au
champ. Les corrélations obtenues présentées dans le révelent d’une part, que ces
deux indicateurs sont positivement et linéairement corrélés ( ) avec cependant un niveau
de corrélation modeste (R?= 0,63). Ce dernier élément laisse donc penser qu’ils présentent
statistiquement, malgré leur co-évolution, une relative indépendance, au regard des mécanismes
physiologiques qui les déterminent. D’autre part, les indicateurs de remobilisation et d’absorption
sont aussi étroitement corrélés a la teneur en S ( , R?= 0,79 et 0,81, respectivement).
Cette ajustement souligne que pour des teneurs foliaires en S allant de 5 & 15 mg.g* MS, ces deux
indicateurs diminuent sinon de fagon linéaire, au moins proportionnellement. Pour des valeurs
proches de 5 mgS. gt MS, les deux indicateurs présentent une gamme de variation plus importante,
ce qui pourrait traduire une plus forte sensibilité a une limitation en S. De facon identique, des
ajustements sous forme de fonction puissance, avec des corrélations significatives ( )
ont été aussi obtenus avec les teneurs en S-S04%, ou avec les ratios [S-SO4*]:[S] et [N]:[S], ce qui

pourraient permettre les mémes interprétations que précédemment. Dés lors et de fagon plus
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Tableau VI.3 Tableau présentant les coefficients de corrélation R?, entre lindicateur de
remobilisation (([CI]+[P]):[S]), I'indicateur d’absorption ([Mo]:[S]) et différents parametres qui ont
été mesurés [CI]:[S], [P]:[S], [Stotal], [S-SO,*], [S-SO,*]:[Stotal] et [N]:[S] dans les feuilles matures
lors de I'expérimentation en conditions de plein champ sur une parcelle oligotrophe en S. Les
données utilisées pour ces corrélations sont en mg.g! de matiére séche. Les équations de

corrélations sont soit de type linéaire (L, Y=a.X+b), soit de type puissance (P, Y=c.Xd).

. Indicateur Indicateur o
Paramet'r & absorption mobilisation [Cl]:[S] !55-504 I]
mesurés 10°[Mol:is] | (rci+P):s] :[Stotal]
([CI]+[P]):[S] 0,63 (P) 1,0
m 0,58 (P) 0,99 (L) 1,0
m 0,68 (P) 0,82 (L) 0,75(L) 1,0
m 0,82 (P) 0,79 (P) 0,73 (P) 0,82 (P) 1,0
m 0,76 (P) 0,73 (P) 0,68 (P) 0,71(P) 0,94 (L) 1,0
[s-50,%]
:[Stotal] 0,55(P) 0,52 (P) 0,56 (L) 0,85(L) 0,63(P) 0,89 (P) 1,0
m 0,74 (P) 0,72 (P) 0,66 (P) 0,89 (L) 0,83 (P) 0,90 (P) 0,78(P) 1,0
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Figure VI.4 Corrélation entre lindicateur d’absorption
(IMo]:[S]) et I'indicateur de remobilisation (([CI+P]):[S]) des
feuilles matures du colza soumis a différents niveaux de
fertilisation N et S (en kg.ha? de fertilisant) lors de
I’expérimentation menée sur une parcelle oligotrophe en S
pour I'ensemble des dates de prélevements (avant
fertilisation, 15, 47 et 60 jours aprés fertilisation).
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globale, il apparait que les indicateurs de remobilisation et d’absorption présentent une plus
forte sensibilité que les analyses de S, de SO;* ou des paramétres composites qui pourraient en
étre dérivés, en particulier dans des conditions de limitation en S. Enfin, il existe une relation
linéaire tres forte (R2=0,99, ) entre le ratio ([CI]+[P]):[S] et le ratio [CI]:[S] qui suggére
que le P contribue de fagon mineure a l'indicateur de remobilisation. Néanmoins, les ratios
([CI]+[P]):[S] et [P]:[S] sont également trés bien corrélés de facon linéaire avec un R? de 0,82
( ). Ce facteur P semble donc pertinent a conserver dans I'indicateur de remobilisation
pour deux raisons principales. La premiere repose sur le fait qu’une fertilisation élevée en P peut
augmenter les effets d’une limitation en S ( ), et la deuxiéme, sur le fait que les
ions PO,> et CI" pourrait d’un point de vue osmotique permettre une inter-compensation au moins
partielle (comme le suggérent les résultats obtenus lors d’une privation en Cl ( ).
Cette derniere pourrait avoir lieu dans des sols riches en Cl ou en P ou inversement.

Nous n’avons pas cherché a valider expérimentalement la spécificité des deux indicateurs
proposés. Cependant, au cours de nos expérimentations, nous avons quand méme abordé
indirectement I'effet d’une fertilisation azotée ( ). Ainsi, nous
avons montré que la fertilisation N, en augmentant la croissance, accroit la demande en S. Ces
résultats sont en accord avec ceux décrits par sur I'impact de la fertilisation
N sur le ratio malate:sulfate. Compte tenu de la composition de nos indicateurs, certaines
conditions susceptibles de réduire leur spécificité pourraient étre a priori envisagées tels que des
sols atypiques riches en P, en Cl ou en Mo. Toutefois, I'utilisation simultanée de ces deux indicateurs
(d’absorption et de remobilisation) pourrait alors permettre de s’affranchir ces parcelles atypiques.
De plus, des travaux récents (

), montrent que I'absorption du Mo est stimulée lors d’une limitation
en S mais aussi, dans une moindre mesure, par des limitations en Fe, en Mn, en Zn, en Cu ou en B,
qui impacteraient indirectement le métabolisme du S (limitations en Fe, en Mn ou en B) ou celui du
Mo (limitations en Cu et Zn requis pour la synthése du facteur Moco). De telles interférences, dont
I'occurrence n’est peut-étre pas trés importante, pourraient étre aussi résolues par |'utilisation
conjointe des deux indicateurs ou de facon additionnelle, par I'analyse de la teneur de ces éléments
interférents, si une analyse multi-élémentaire des échantillons végétaux est assurée. L'utilisation
conjointe des indicateurs de remobilisation et d’absorption, présentant une relative
indépendance et une complémentarité, permettrait de remédier a d’éventuels manques de

spécificité résultant de possibles interactions nutritionnelles.
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Il. Perspectives de recherche et de développement

L’'ensemble de ces recherches nous a permis d’identifier puis de valider en conditions de
plein champ deux indicateurs de la nutrition soufrée chez le colza, potentiellement transférables a
d’autres especes cultivées. Des perspectives en découlent tant du point du vue des recherches

requises a un niveau fondamental que des applications qui peuvent en étre dérivées.

I.L1. Perspectives de recherche au niveau fondamental

La premiere perspective de recherche requise par nos travaux repose sur I’hypothése que
le molybdate est effectivement absorbé par le transporteur de sulfate racinaire Sultr1.1 comme le
suggerent les données provisoires que nous avons fournies dans le concernant le
contenu ionomique des feuilles de mutants d’Arabidopsis (Mutant Knock-Out (KO) sultr1.2 pour
lequel I'absorption de S et de Mo est augmentée potentiellement suite a une surexpression
d’AtSultrl.1, ). Cette hypothése pourrait étre testée par une analyse des mutants
simples Atsultrl.1 et Atsultr1.2 combinant la mesure de I'absorption du sulfate et du molybdate
et la quantification des transcrits. Cette expérimentation est actuellement en cours de réalisation

en collaboration avec le Professeur S. Kopriva de I'Université de Cologne.

L'un des résultats originaux obtenus lors de ce travail porte sur I'implication forte du
chlorure dans le potentiel osmotique foliaire, tant en conditions controlées qu’en plein champ et
souleve de nombreuses questions quant aux régulations potentiellement impliquées. Dans ce
contexte, I'analyse de I'expression des transporteurs de chlorure (par exemple CLCa (

), SLAC1 et SLAH3 ( )) et/ou l'utilisation de mutants KO pourraient
permettre de mieux appréhender les régulations sous-jacentes. Par ailleurs, certains transporteurs
impliqués dans le transport du chlorure étant également capables de transporter le nitrate,
I'analyse des mutants KO devraient permettre de considérer les interactions nutritionnelles et
notamment de préciser leur role dans le controle du potentiel osmotique. Appréhender les inter-
compensations osmotiques entre les anions que nous avons étudiés supposerait alors de se

focaliser sur leurs transporteurs localisés au niveau du tonoplaste.

Compte tenu des priorités au cours de la thése associées aux contraintes de temps, les
analyses métabolomiques des échantillons de colza soumis a une privation de S réalisées en

collaboration avec la Plateforme de Chimie du Végétal de I'INRA de Versailles n’ont été exploitées
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que partiellement. Méme si les acides aminés, acides organiques et sucres solubles n’ont pas
montré de réponses précoces a une privation en S, I'étude individuelle des quelques 150
métabolites dosés, en particulier soufrés, pourrait étre envisagée afin d’identifier des indicateurs

métaboliques de la nutrition soufrée chez le colza.

Nous avons a priori identifiés quelques facteurs qui pourraient interférer avec la spécificité
des indicateurs proposés mais d’autres risques pourraient étre rapidement évalués. |l a été montré
par exemple pour quelques indicateurs azotés que certains parameétres utilisés (par exemple teneur
en nitrate pour la méthode Jubil® ( )) pouvaient présenter une certaine variabilité lors
du cycle jour/nuit. S’il parait & priori peu probable que les teneurs en SOs*, de Cl et de PO,*
présentent une telle variabilité, il faut toutefois considérer que leur implication osmotique puisse
étre affectée par I'accumulation de glucides et donc par la photosynthése. Une étude cinétique, sur

un pas de temps de 24 heures, permettrait une vérification relativement aisée.

Lors de ces travaux de recherche nous avons mis en évidence des interactions fortes entre
le S et le Mo, déja connues chez le blé. La déclinaison de cette interaction a permis d’obtenir une
application en tant qu’indicateur de la nutrition soufrée : le ratio [Mo]:[S]. Parmi les 17 éléments
requis pour une croissance optimale des végétaux, d’autres indicateurs pourraient étre
développés selon la méme stratégie visant a identifier d’autres interactions nutritionnelles. En
effet, la littérature suggere, au moins en conditions contrdlées, d’autres situations ou certains
transporteurs aspécifiques, régulés positivement par une carence en un élément, pourraient
conduire a une absorption accrue d’autres éléments minéraux. C'est le cas par exemple du Na et
du K avec les transporteurs HKT1, LCT1 ou NSC ( ). On pourrait
donc envisager que le ratio [Na]:[K] permette un diagnostic de la nutrition potassique. Un autre cas
d’interaction pourrait étre pertinent a étudier, celui des transporteurs de Fe, IRT1, qui ont
également la capacité de transporter d’autres métaux tels que le Zn et le Mn, les faibles niveaux de
Fe affectant I'absorption des autres éléments ( ). Uindicateur
de nutrition ferrique sous la forme d’un ratio du type ([Zn]+[Mn]):[Fe] pourrait donc étre
envisageable. Une approche préalable pourrait étre considérée, en réutilisant des échantillons
disponibles au laboratoire et obtenus lors d’essais d’alimentation contrastée en K ou Fe, pour

s’assurer de I'existence de modifications ionomiques des feuilles.
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Chapitre VI — Discussion générale et perspectives

I.2. Perspectives de développement

Pour remédier a d’éventuelles interactions nutritionnelles et au moins aux plus probables,
il a été proposé une utilisation conjointe des indicateurs de remobilisation et d’absorption. Ainsi, il
peut étre suggéré un principe de mise en ceuvre de ces indicateurs de nutrition soufrée

( ), ce qui nécessiterait les développements suivants :

- d’un point de vue analytique, si I'indicateur de remobilisation (teneurs S, P, Cl requises)
pourrait étre quantifié en conditions de plein champ, moyennant un séchage (par micro-
onde par exemple) et un broyage préalables, par un appareil portable de diffraction des
rayons X (XRF), le dosage du Mo requis pour I'indicateur d’absorption est plus difficile a
réaliser. Méme si la sensibilité d’'un appareil XRF pour le dosage du Mo pourrait étre
optimisée (compression de I'échantillon par exemple), il est fort probable que des
techniques plus résolutives et inhérentes au laboratoire, de type ICP-MS ou ICP-OES, soient
requises. Il faut souligner que ces deux techniques ne sont pas utilisables pour le dosage du

Cl.

- Du point de vue de I'interprétation de ces deux indicateurs, bien que nous ayons proposé
des premieres valeurs seuils, il parait important dans une premiéere phase de les tester afin
de les valider sur une échelle plus large. Pour ce faire, évaluer ces indicateurs en pré-
floraison, ainsi qu’en post-floraison, permettrait de déterminer la pertinence de Ila
préconisation de fertilisation soufrée apportée entre ces deux périodes. De fagon
supplémentaire, la prise en compte du rendement obtenu et de la qualité des graines
(appréhendée par le ratio N:S ou par la teneur en glucosinolates), permettrait de valider ou
d’affiner, a posteriori, les valeurs seuils utilisées et de leur associer des préconisations de
fertilisation S. L'ensemble nécessite alors d’obtenir par voie d’enquéte les éléments requis
pour une exploitation par un algorithme de ces données. Ce questionnaire d’enquétes
devrait permettre d’affiner les informations relatives a la culture au stade pré-floraison
(culture antérieure, moyenne pluviométrique de la zone, densité de semis, variété, objectif
de rendement, qualité et quantité de fumure organique apportée, prévisions et
préconisations de fertilisations N et S...) et post-récolte (rendement réalisé, fertilisation
minérale effectivement apportée...). L’analyse de ces données par algorithme permettrait

d’augmenter la préconisation de fertilisation S en fonction de certains facteurs de risques
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(lessivage important, forte fertilisation N, objectif de rendement élevé...) ou de la réduire

(faible lessivage, fort reliquat de S, faible fertilisation N...)

En ce qui concerne les interactions éventuelles qui pourraient affecter la spécificité et
donc I'efficacité de ces deux indicateurs, nous avons indiqué que I'absorption du Mo est
stimulée massivement par une carence en S et dans une moindre mesure par des carences
en Fe, en Mn, en Zn, en Cu ou en B. Bien qu’il s’agisse probablement de situations assez
rares, les méthodologies utilisées pour quantifier les deux indicateurs permettent aussi de
quantifier ces éléments. |l serait alors possible d’identifier ces cas d’interférences en
comparant les valeurs mesurées a des teneurs de référence obtenues sur un grand nombre

de parcelles, données qui sont d’ailleurs disponibles.

En termes d’extension, nous avons pu démontrer que ces indicateurs développés chez le
colza pourraient par ailleurs étre utilisés chez d’autres espéces, en particulier de grandes
cultures, telles que le blé ou le mais. Cela supposerait alors diverses adaptations et plus
particulierement la nécessité d’adapter les valeurs seuils a chaque culture. Moyennant un
choix judicieux des feuilles récoltées et en considérant les pratiques culturales spécifiques,
une expérimentation en parcelle oligotrophe en S, soumise a différents niveaux de
fertilisations S, permettrait d’obtenir une premiére estimation de ces valeurs seuils selon

une méthodologie similaire a celle que nous avons développée pour le colza.
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Résumé :

Dans le contexte actuel d’oligotrophisation des sols en soufre (S) et d’'une gestion peu maitrisée de la fertilisation soufrée,
il parait essentiel d’optimiser la nutrition soufrée des plantes cultivées afin d’ajuster les apports d’engrais soufrés aux
besoins réels des cultures. Cet enjeu est d’autant plus important pour des cultures exigeantes en S, comme le colza, pour
lesquelles une limitation en S conduit a des diminutions importantes du rendement et de qualité des produits récoltés.
L'objectif était donc d’identifier des indicateurs précoces et fiables de la nutrition soufrée afin d’obtenir un diagnostic
précis du statut soufré de la culture de colza et d’ajuster au mieux la fertilisation soufrée.

L'étude de la cinétique précise des réponses physiologiques du colza a une privation en S en conditions contrblées a
permis de mettre en évidence deux indicateurs de la nutrition soufrée : i) le ratio ([CI']+[NO3]+[P04*]):[SO4*] ou
indicateur de remobilisation, simplifié par la suite en ratio ([CI]+[P]):[S], traduit la compensation osmotique requise par
la remobilisation du sulfate lors de la phase précoce de privation en S et ii) le ratio [Mo]:[S] ou indicateur d’absorption,
dont la variation tres précoce, révele I'induction massive de I’expression des génes codant les transporteurs racinaires
BnaSultrl.1 et BnaSultr1.2 aboutissant a une augmentation rapide de I'absorption du molybdate lors d’une privation en
S. Ces indicateurs ont été validés en conditions de plein champ sur une culture de colza soumise a différents régimes de
fertilisations. Le caractére générique de ces indicateurs a été validé en conditions contrdlées chez le blé, le mais, la
tomate, le chou-fleur, le pois et Medicago truncatula. L'ensemble des résultats montrent que I'utilisation conjointe de
ces deux indicateurs pourrait permettre un diagnostic précoce, fiable et spécifique du statut soufré de la plante et ainsi
permettre de gérer au mieux la fertilisation soufrée selon les besoins réels des cultures.

Mots-clés : Plantes -- Nutrition, Engrais et amendements, Carence en soufre, Diagnostic foliaire, Plantes -- Potentiel
osmotique, Plantes -- Teneur en chlore, Plantes -- Teneur en phosphore, Molybdéne.

Elise SORIN. 2016.
Identification of sulfur nutrition indicators in oilseed rape (Brassica napus L.): underlying physiological mechanisms
and validation under field conditions.

Abstract:

Because of soil S oligotrophization and uncontrolled management of S fertilization, it is essential to optimize the S
nutrition of crop plants to adjust S fertilizer inputs to the real needs of crops. This issue is particularly important for S
demanding crops, such as oilseed rape, in which S limitation led to significant decreases in seed yield quality. Therefore,
the main objective was to identify early and reliable indicators of S nutrition in order to obtain an accurate diagnosis of
the S status in oilseed rape crop in order to finely tune S fertilization.

The study of the precise kinetic physiological responses of oilseed rape to S deprivation under controlled conditions was
used to identify two indicators of S nutrition: i) the ([CI']+[NO3]+[P04>]):[SO4*] ratio or remobilization indicator,
simplified thereafter as the ([CI]+[P]):[S] ratio revealed the osmotic compensation required by sulfate remobilization
during the early phase of S deprivation and ii) the [Mo]:[S] ratio or uptake indicator, whose change, even earlier than the
previous indicator, revealed the massive induction of genes expression encoding root transporters (BnaSultrl.1 and
BnaSultrl.2) and leading to a rapid increase of molybdate uptake during S deprivation. These indicators have been
validated under field conditions for the oilseed rape crop grown on an S oligotrophe plot receiving various levels of
fertilization. The genericity of these indicators was validated under controlled conditions in wheat, corn, tomato,
cauliflower, pea and Medicago truncatula.

Overall, these results show that the combined use of these two indicators may allow early, reliable and specific diagnosis
of the plant S status and could be used to optimize the management of S fertilization according to the real needs of the
crop.
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